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La diabetis mellitus (DM) és una síndrome heterogènia que presenta com a principal característica uns 
nivells de glucosa en sang elevats o hiperglucèmia. Sota el terme diabetis s’inclouen un grup de 
patologies que es desencadenen com a conseqüència de defectes en la secreció d’insulina, en la 
resistència a la seva acció o bé per ambdues causes, donant com a resultat uns nivells de glucosa en 
sang anormalment elevats acompanyat de l’alteració del metabolisme dels hidrats de carboni, dels 
greixos i de les proteïnes. L’etiologia subjacent de les formes més freqüents, la diabetis tipus 2 (DM2) i la 
de tipus 1 (DM1) segueix sent poc coneguda. La primera referència històrica de la malaltia es troba en 
l’anomenat Papir d’Ebers, un dels tractats mèdics més antics que es coneixen. Aquest document, va ser 
redactat en l’antic Egipte l’any 1550 aC i s’hi descriu amb precisió un quadre clínic que avui en dia 
anomenem diabetis, terme utilitzat per primera vegada pels grecs el segle I dC i que fa referència a la 
contínua pèrdua d’orina (poliúria) que caracteritza aquesta patologia. Més endavant, en el segle XVI es va 
afegir al terme diabetis l’adjectiu mellitus, provinent de la paraula mel que assenyalava dolçor, deguda a 
l’alt contingut en glucosa en l’orina d’aquests pacients.  
La DM2 és el tipus més freqüent i sol aparèixer en edats tardanes. És una malaltia multifactorial causada 
tan per factors poligènics com ambientals1. Aquesta patologia es caracteritza principalment per l’aparició 
de resistència a la insulina en els teixits perifèrics i per l’alteració de la funcionalitat de la cèl·lula β. La 
resistència a la insulina es troba molt relacionada amb un augment de l’índex de massa corporal (IMC), 
encara que no tots els individus amb sobrepès o obesos presenten anormalitats metabòliques. Per tal de 
fer front a l’augment de la demanda d’insulina, la cèl·lula β porta a terme un procés de compensació en 
els pacients que tenen sobrepès o obesitat que han desenvolupat resistència a la insulina2. Encara que el 
mecanisme pel qual la cèl·lula β porta a terme aquesta compensació no està ben elucidat, tan l’augment 
en la capacitat secretora de insulina com l’expansió de la massa cel·lular β contribueixen en aquest 
fenomen. La DM2 s’inicia quan aquesta compensació no és suficient per mantenir uns nivells de glucosa 
dintre del rang normal o bé quan les cèl·lules β es troben exposades durant un llarg període de temps a 
factors tòxics i estrès metabòlic portant a la disfunció d’aquestes cèl·lules i la seva mort.  
Estudis GWAS (genome-wide association studies) han pogut identificar més de 70 variants fortament 
associades a la DM2 però amb efecte moderat ja que només poden explicar aproximadament el 20% del 
risc genètic de patir la malaltia. No obstant, la DM2 té un component genètic important, per aquets motiu 
hi ha moltes investigacions que es dediquen a estudiar variants genètiques rares o poc comuns amb 
efectes importants. Els factors ambientals més relacionats amb la DM2 són també aquells factors 
responsables de l’epidèmia mundial d’obesitat actual. El desequilibri energètic conseqüència de la ingesta 
excessiva d’àcids grassos saturats i sucres simples i la baixa despesa energètica associada a una 
activitat física reduïda i un estil de vida sedentari. Altres factors que no influeixen sobre l’IMC, els agents 
ambientals també s’han relacionat amb la DM2 com els contaminants i els disruptors endocrins, la falta de 
son, canvis en la composició del microbioma, la nutrició maternal i alteracions en el creixement fetal.  
Per altra banda, la DM1 s’inicia per un atac autoimmune que destrueix les cèl·lules β resultant en un 
dèficit en els nivells d’insulina i una hiperglucèmia3. Semblant a la DM2, la DM1 és una malaltia 
multifactorial influenciada per factors genètics i ambientals4. La concordança de DM1 entre bessons 
monozigòtics es troba inversament correlacionada amb l’edat de diagnòstic, indicant que la causa 
genètica predomina en l’aparició primerenca de la DM1, mentre que els factors ambientals guanyen 
importància en l’aparició tardana de la malaltia. El fet que la incidència de DM1 hagi anat augmentant 
durant els últims deu anys i que la prevalença augmenti en immigrants en comparació amb la seva 
població d’origen, també indica un paper rellevant dels factors ambientals. Les infeccions virals són el 
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factor ambiental més ben estudiat i caracteritzat en l’etiologia de la DM1, no obstant, no representen la 
única causa de l’augment en la incidència de DM1. També s’ha estudiat la influència d’altres factors 
ambientals5 com les alteracions en la composició del microbioma que podria augmentar l’exposició a 
antígens microbians degut a l’alteració de la immunitat de la mucosa i també s’ha relacionat amb la DM1.  
Existeixen altres tipus de diabetis: 
o La diabetis monogènica que resulta de mutacions en un sol gen i que inclou la diabetis mellitus 
Neonatal (NDM) i la diabetis en la joventut (MODY). 
o Diabetis autoimmune latent en adults (LADA). Una variant autoimmune que apareix a l’etapa 
adulta i que en un inici no requereix tractament amb insulina.  
o Diabetis gestacional la qual es desenvolupa durant l’embaràs degut a l’augment en la demanda 
d’insulina que no es pot compensar. Normalment desapareix en el moment del naixement, tot i 
que el risc de patir D2M en la mare més endavant serà més elevat.  
 
La diabetis és un problema mundial molt important tant per la seva prevalença i incidència com per les 
complicacions cròniques que desenvolupen els pacients. S’estima que 422 milions de persones adultes 
pateixen diabetis, el que significa un 8,5% de la població mundial majors de 18 anys. La prevalença de la 
patologia s’ha doblat en només 35 anys i estudis recents demostren que continuarà augmentant. La 
majoria dels casos estan associats a la DM2 com a conseqüència de l’obesitat i la manca d’activitat física, 
mentre que només un 5-10% es tracta de casos de D1M6. Aquesta malaltia suposa una despesa 
econòmica molt important per l’economia del sistema global de sanitat ja que és causa del 1,5 milions de 
morts/any sent el 45% dels pacients menors de 70 anys després d’haver desenvolupat complicacions 
secundàries com la ceguesa, problemes cardíacs i amputacions de les extremitats inferiors. Hi ha estudis 
que demostren que les despeses mèdiques orientades a prevenir i tractar la diabetis amb les seves 
complicacions superen els 800 bilions de US$ anuals7. 
Els esforços dedicats a reduir la incidència d’aquesta malaltia per tal de disminuir l’impacte que produeix 
en el camp de la salut i l’economia s’han convertit en els últims anys en un interès global. Actualment 
s’estan impulsant un gran nombre de mesures preventives, d’educació nutricional i estil de vida per tal 
d’evitar el creixement exponencial en el nombre de casos. En aquest context, els projectes de recerca 
dedicats al descobriment de noves vies de tractament i curació seran de gran rellevància per tal de reduir 
la incidència així com la morbiditat i mortalitat associades a aquesta patologia.  
Estratègies terapèutiques pel tractament de la diabetis  
S’han proposat  diverses estratègies encaminades a restituir la massa cel·lular β en la diabetis resumides 
a continuació: 
o Inducció de la regeneració endògena a través de la formació de noves cèl·lules β a partir de 
cèl·lules que no expressen insulina ja sigui per la conversió d’un tipus cel·lular diferenciat 
(transdiferenciació) o bé per la diferenciació de progenitors (neogènesi). La presència de 
progenitors facultatius en el pàncrees postnatal no està universalment acceptat, mentre que el 
concepte de plasticitat potencial dels diferents tipus cel·lulars del pàncrees és un concepte més 
reconegut en la comunitat científica.  Tot i així, els principals dubtes que sorgeixen en aquest 
camp són: Quins són els principals tipus cel·lulars involucrats? Quins factors porten a terme el 
procés? Com es poden traslladar els coneixements als humans? Els principals tipus cel·lulars 
suggerits com a possible font cel·lular de noves cèl·lules β són les cèl·lules ductals, les cèl·lules 
centroacinars (CACs), les cèl·lules acinars, i les cèl·lules α les quals expressen glucagó i les 
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cèl·lules δ que expressen somatostatina. Publicacions recents que seqüencien l’RNA de cèl·lules 
individuals humanes d’illots mostren una elevada heterogeneïtat  entre un sol tipus cel·lular, 
l’anomenada variabilitat intracel·lular. Aquest fet suggereix que només alguns dels fenotips 
cel·lulars presentaran la plasticitat potencial per esdevenir  un tipus cel·lular determinat8,9. 
o Substitució de les cèl·lules β perdudes a través del transplantament d’illots provinents de 
donants cadavèrics o bé de cèl·lules β derivades de cèl·lules mare embrionàries o induïdes 
pluripotents humanes. 
o Promoció de la supervivència de les cèl·lules β.  
o Restitució de la massa cel·lular β endògena mitjançant la inducció de la replicació de les cèl·lules 
β romanents. 
 
Aquesta darrera estratègia podria esdevenir la manera més directa i efectiva d’augmentar la massa 
cel·lular β, no obstant, en illots humans aquesta aproximació ha sigut complicada. Al llarg dels anys s’ha 
posat molt en dubte si les cèl·lules β humanes realment podien proliferar i no va ser fins el 2001 quan 
Tyrberg et al. va demostrar que illots humans adults incorporaven timidina marcada quan es trasplantaven 
en ratolins i aquesta incorporació es veia augmentada en resposta a un estat de hiperglucèmia10. Entre 
els principals objectius plantejats en aquest tema, hi ha  la comprensió dels mecanismes que determinen 
la  baixada en proliferació de la cèl·lula β relacionada amb l’edat i el disseny d’estratègies per potenciar la 
proliferació de la cèl·lula β en models de rosegadors i en humans (Taula 1).  
En ratolins, la majoria d’estudis que han sigut efectius en l’increment de la proliferació es basen en 
estratègies de guany o pèrdua de funció de diverses molècules de cicle cel·lular. Per exemple, l’animal 
deficient pel regulador nuclear de la quinasa dependent de la ciclina D2 demostra que aquest component 
és necessari per la transició de les cèl·lules β a un estat replicatiu11. Per altra banda, l’acumulació de 
p16Ink4a en les cèl·lules β també ha demostrat ser un indicador de senescència (cèl·lules arrestades en 
el cicle cel·lular) de les cèl·lules β12. Aquestes cèl·lules senescents secreten una gran quantitat de 
citoquines i quimoquines que poden alterar la proliferació de les cèl·lules veïnes13. No obstant, 
publicacions del laboratori de Dor Y. et al donen suport al concepte que el metabolisme de la glucosa és 
més rellevant que els components de cicle cel·lular en la regulació de la proliferació de la cèl·lula β14. 
També s’ha demostrat que el metabolisme de la glucosa  o flux glucolític és el principal regulador del 
creixement β, sent la glucoquinasa (Gck) la diana principal en la inducció de la proliferació de la cèl·lula 
β14.  No obstant, el trasllat d’aquests estudis a les cèl·lules humanes és complicat ja que existeixen un 
gran nombre de diferències, sobretot en les proteïnes de cicle cel·lular entre els illots d’humans i 
rosegadors.    
Taula 1. Taula mostrant les estratègies principals orientades a induir la replicació de la cèl·lula β pancreàtica. Taula modificada 
de Bonner-Weir et al15.
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LA MASSA CEL·LULAR β PANCREÀTICA 
El pàncrees 
El pàncrees és un òrgan d’origen endodèrmic que es troba a la curvatura de l’estómac. Anatòmicament es 
divideix en tres regions principals: el cap, el qual es troba adjacent al duodè, el cos, que és la part central 
situada sota la curvatura de l’estómac, i finalment la cua, la part més pròxima a la melsa (Fig. 1). Les dues 
funcions principals d’aquest òrgan són: 
o La producció i secreció exocrina d’enzims digestius que són alliberats al duodè a través del 
colèdoc per les cèl·lules acinars del pàncrees.  
  










Figura 1. Representació esquemàtica de l’anatomia del pàncrees humà. Imatge modificada de medicina y prevención. 
 
La formació del pàncrees s’inicia durant el desenvolupament embrionari. La morfogènesi pancreàtica es 
fa evident quan dos primordis, un dorsal i un ventral, es fan visibles a la zona de l’endoderm de l’intestí 
primitiu que donarà lloc al duodè. En el ratolí això es dóna al voltant del dia embrionari 9.5. En humans, 
entre el primer i segon mes de gestació. Durant el desenvolupament es dona el creixement i la ramificació 
dels dos primordis pancreàtics els quals pateixen una reorientació i es fusionen formant un únic òrgan 
bipolar. El primordi pancreàtic ventral, amb íntima relació amb el colèdoc, formarà la part posterior del cap 
del pàncrees i el primordi dorsal donarà lloc a la cua i el cos de l’òrgan.  
Pàncrees exocrí: acins i ductes 
El pàncrees exocrí constitueix el 85% de tota la massa pancreàtica i està format per  cèl·lules acinars i 
cèl·lules ductals (Fig. 2). Les cèl·lules acinars amb forma piramidal i el nucli en posició basal, es troben 
agrupades formant els acins. En el citoplasma d’aquestes cèl·lules, hi destaca la presència de grànuls 
secretors que contenen enzims digestius com proteases, amilases, lipases i nucleases, entre d’altres. La 
majoria dels proenzims són secretats en el duodè on esdevindran actius i participaran en el procés de 
digestió. La llum dels acins, on s’alliberen les secrecions de les cèl·lules exocrines, desemboca a uns 
conductes anomenats ductes pancreàtics, els quals aboquen els seu contingut al duodè a través del 
colèdoc. Les petites cèl·lules centroacinars que es troben en la unió acins-ducte tenen forma cuboïdal. Els 
ductes estan formats per cèl·lules epitelials columnars, tot i que en els ductes més grans també existeix 
 
cua del pàncrees 
cos del pàncrees 
intestí prim 
cap del pàncrees 
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un petit nombre de cèl·lules calciformes semblants a les existents a l’intestí. La funció principal del 
sistema de ductes pancreàtics és secretar grans quantitats d’aigua amb un alt contingut de bicarbonat 
sòdic (NaHCO3) per tal de neutralitzar l’acidesa de l’estómac16. 
 
Figura 2. Il·lustració que mostra l’arquitectura dels dos compartiments principals del pàncrees: exocrí i endocrí. Imatge de The 
exocrine pancreas Pandol SH et al. 201016. 
 
Pàncrees endocrí: illots de Langerhans 
El pàncrees endocrí té un paper fonamental en el metabolisme ja que secreta diferents hormones a la 
vena pancreàtica-duodenal la qual drena a la vena porta, i permet el manteniment de l’homeòstasi de la 
glucosa. Les cèl·lules endocrines s’organitzen en agrupacions microscòpiques anomenades illots 
pancreàtics. Aquests van ser identificats per primera vegada per Paul Langerhans l’any 1869, raó per la 
qual 24 anys més tard van rebre el nom d’illots de Langerhans. Tot i així, el significat funcional d’aquestes 
agrupacions no es van reconèixer fins l’any 1889, quan von Merning i Minkowski van descobrir que 
l’extirpació del pàncrees provocava nivells elevats de glucosa en sang o hiperglucèmia. Els illots es 
distribueixen aleatòriament pel teixit exocrí, tot i que se n’observen en major densitat en la part de la cua 
del pàncrees. En mamífers adults, representen entre un 1-2% de la massa pancreàtica total. Més d’un 
90% de les cèl·lules endocrines formen part dels illots, però sobretot en humans, també es detecta una 
petita proporció de cèl·lules individuals o que formen part de petites agrupacions situats entre el teixit 
exocrí o adjacents als ductes pancreàtics17. Les hormones produïdes en els illots pancreàtics regulen els 
nivells de glucosa en sang i són secretades directament al torrent sanguini pels diferents tipus cel·lulars.   
Existeixen cinc tipus principals de cèl·lules endocrines: les cèl·lules β que secreten insulina i en menor 
grau amilina conformen la major part de l’illot, entre un 70 i un 80% del volum cel·lular. Les cèl·lules α, 
secreten glucagó, les cèl·lules δ, secreten somatostatina, les cèl·lules PP secreten el polipèptid 
pancreàtic i finalment, una cinquena població cel·lular endocrina anomenada cèl·lula èpsilon, que 
produeix ghrelina, una hormona principalment secretada en l’etapa embrionària18,19. L’arquitectura i la 
distribució de les cèl·lules de l’illot són molt divergents entre les diferents espècies20. En rosegadors hi ha 
un nucli de cèl·lules β rodejades d’un mantell discontinu dels altres tipus cel·lulars, especialment de 
cèl·lules α. Els illots de la majoria d’espècies de mamífers adopten aquest patró, tot i que en humans i 
altres primats, la distribució és més dispersa i desorganitzada amb les cèl·lules β i α disposades de 
manera irregular en l’illot (Fig. 3). 




Figura 3. Imatges representatives d’immunofluorescència d’un illot de ratolí i un illot humà amb tinció d’insulina (vermell), glucagó 
(verd) i somatostatina (blau) per tal de diferenciar els tres tipus principals cel·lulars. Imatge modificada de  Nature Reviews 
Endocrinology21. 
 
Totes les cèl·lules endocrines de l’illot es formen a partir d’un progenitor endocrí, el qual s’especifica a 
partir d’un progenitor pancreàtic d’origen endodèrmic, que és a la vegada precursor de les cèl·lules 
acinars i ductals del pàncrees. El procés de diferenciació cel·lular és complex i hi intervenen tant senyals 
extracel·lulars, que poden ser inductives com permissives, i factors de transcripció específics de llinatge 
encarregats de promoure els perfils d’expressió gènica necessaris en les diferents etapes del programa 
de diferenciació (Fig. 4). Durant l’etapa postnatal primerenca (període de lactància en el ratolí) les 
cèl·lules β generades durant l’etapa embrionària maduren funcionalment, adquirint la capacitat de 
secretar insulina en resposta a glucosa. 
 
Figura 4. Representació esquemàtica de la formació dels cinc tipus de cèl·lules endocrines. A partir de la cèl·lula mare 
embrionària es genera l’endoderm definitiu el qual esdevindrà la major font de progenitors pancreàtics per donar lloc als 
progenitors endocrins que es diferenciaran en els diferents tipus cel·lulars presents a l’illot pancreàtic.  
 
Control de l’homeòstasi de la glucosa 
La regulació dels nivells de glucosa en sang, i en últim terme de l’equilibri energètic, es realitza mitjançant 
la secreció coordinada de les dues hormones gluco-reguladores principals: la insulina i el glucagó. La 
funció principal de la insulina i les hormones contra-reguladores a l’organisme és el manteniment de la 
normoglucèmia. La concentració de glucosa en la circulació sanguínia  està controlada de forma molt més 
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fina que la de qualsevol altre element energètic mantenint-se entre 4 i 7mM (70-120 mg/dl) en una 
persona sana. Qualsevol alteració en la funcionalitat de les cèl·lules β, del fetge, del múscul o del teixit 
adipós pot desencadenar trastorns en l’homeòstasi de la glucosa i portar a estats patològics de 
l’organisme.  
La insulina és la hormona anabòlica principal a l’organisme. Durant el període postprandial es donen tres 
processos que de forma sinèrgica garanteixen el manteniment de l’homeòstasi de la glucosa. En primer 
lloc, es dóna l’estimulació de la producció i secreció d’insulina per les cèl·lules β pancreàtiques. En segon 
lloc, els principals teixits perifèrics com són el fetge, el múscul esquelètic i el teixit adipós, capten aquesta 
glucosa per l’increment dels nivells d’insulina en sang. I per últim, es redueix la producció hepàtica de 
glucosa com a resultat de la inhibició de la secreció de glucagó. En dejú, l’augment del glucagó i altres 
factors hormonals i nerviosos mantenen els nivells de glucosa incrementant la producció hepàtica de 
glucosa per estimulació de la gluconeogènesi i glicogenòlisi. La insulina també promou la síntesi de 
glicogen, té efectes sobre el metabolisme lipídic, la síntesi de proteïnes i la proliferació cel·lular. A nivell 
molecular, la insulina per tal de portar a terme la seva funció s’uneix al receptor present a la membrana de 
les cèl·lules dels teixits diana. Aquest receptor està constituït per  dominis amb activitat tirosina quinasa i 
s’inicia una cascada de senyalització a través de la fosforilació dels seus principals substrats, Irs1 
(substrat del receptor de la insulina 1) i Irs2 (substrat del receptor de la insulina 2) (explicació detallada en 
la secció La via d’Igf/Insulina). El transport de glucosa a l’interior de les cèl·lules es realitza per la 
translocació intracel·lular de les vesícules que contenen el transportador de glucosa Glut cap a la 
membrana cel·lular.  
El glucagó és una hormona catabòlica formada per 29 aminoàcids i secretada per les cèl·lules α en estats 
d’hipoglucèmia. Aquesta hormona contraresta les accions de la insulina mantenint els nivells de glucosa 
en sang en períodes de dejú a través de l’estimulació de la producció hepàtica de glucosa 
(gluconeogènesi). El metabolisme lipídic dels adipòcits i hepatòcits també és regulat pel glucagó. Per altra 
banda, la somatostatina és alliberada per les cèl·lules δ del pàncrees després de la ingesta d’aliments i 
regula negativament la secreció d’insulina i glucagó, actuant com a modulador potent en la secreció 
d’hormones. La vida mitjana d’aquesta hormona és menys d’un minut, i les seves funcions en l’illot són 
principalment paracrines. A banda de les hormones secretades per les cèl·lules dels illots pancreàtics n’hi 
ha d’altres que també regulen l’homeòstasi de la glucosa. Les hormones incretines, el pèptid similar al 
glucagó (Glp1) i el polipèptid inhibidor gàstric (Gip), són alliberades per les cèl·lules intestinals i 
augmenten la resposta secretora d’insulina postprandial. A més, el Glp1 inhibeix la secreció de glucagó22. 
No obstant, tenen vides mitges molt curtes i per aquest motiu s’han desenvolupat fàrmacs que inhibeixen 
la seva ràpida degradació. Curiosament, el paradigma acceptat sobre les incretines derivades de l’intestí 
com a responsables de l’augment en la secreció d’insulina està actualment en controvèrsia ja que estudis 
recents han demostrat que Glp1 és produïda per les cèl·lules α de l’illot regulant aquest mecanisme23–25. 
Aquests estudis remarquen la importància de les accions paracrines del Glp1 provinent de les cèl·lules α 
en comparació a les accions endocrines de les incretines derivades de les cèl·lules intestinals i suggereix 
continuar investigant sobre les funcions i origen d’aquesta hormona.  
Per altra banda, les catecolamines s’alliberen en situacions d’hiperglucèmia o estrès i actuen com a 
hormona (epinefrina) o com a neurotransmissors (norepinefrina). Exerceixen efectes similars als del 
glucagó en el fetge i són reguladores fonamentals de la lipòlisi en el teixit adipós i de la glicogenòlisi en el 
múscul i en altres teixits26. També hi ha el cortisol, una hormona esteroide de la família dels 
glucocorticoides que és secretada en resposta a l’estrès i nivells baixos de glucosa. Augmenta els nivells 
de glucosa en sang a través d’un mecanisme anabòlic en el fetge i un efecte catabòlic en el múscul i el 
teixit adipós. En el mateix sentit, el cortisol bloqueja la captació de glucosa en la musculatura esquelètica i 
en el teixit adipós evitant la translocació del transportador Glut4 induïda per glucosa27. Finalment, la 
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hormona peptídica del creixement (GH) és secretada per l’adenohipòfisi i promou el creixement i la 
proliferació de diferents tipus cel·lulars. També actua com a hormona contra-reguladora de la glucosa. GH 
augmenta molt els nivells de gluconeogènesi en el fetge i en el ronyó i també mostra efectes 
diabetogènics. Aquesta hormona indueix la resistència a la insulina a través de l’augment en la regulació 
de p85, un inhibidor de PI3K, resultant en una translocació a la membrana cel·lular del transportador 
Glut428. 
La cèl·lula β 
El gen de la insulina 
El gen de la insulina humana codifica per un sol transcrit INS que es troba situat en la regió p15.5 del 
cromosoma 11 i està constituït per 3 exons i 2 introns. Mentre que en el cas dels rosegadors són dos 
gens que codifiquen per les insulines 1 i 2 (Ins1 i Ins2) que en ratolins se situen en el cromosoma 1 i 7, 
respectivament29. El promotor del gen de la insulina presenta llocs d’unió per diversos factors de 
transcripció els quals són imprescindibles per l’expressió del gen i que condicionen el grau de 
diferenciació de la cèl·lula β (Fig. 5).  
 
Figura 5. Representació esquemàtica del promotor proximal de la insulina representant els elements cis conservats i els factors 
d’unió. Els elements coneguts que responen a glucosa estan marcats en vermell. Pdx1 s’uneix a les caixes A, l’heterodímer 
NeuroD1/E47 (ND1) s’uneix a les caixes E i el Mafa s’uneix a l’element C1 a 400bp de la zona d’inici de la transcripció (fletxa). A 
més d’aquestes proteïnes específiques de cèl·lula β, el promotor proximal conté motius conservats on s’hi uneixen factors 
ubiques com Creb o NFAT. La glucosa controla la transcripció del gen de la insulina regulant aquests factors a diferents nivells 
incloent la seva expressió, la sub-localització cel·lular, la unió a l’ADN, les propietats transcripcionals i les interaccions amb 
cofactors.  
 
El factor de transcripció homeodomini Pdx1 s’expressa majoritàriament per les cèl·lules β i és un 
transactivador clau no només del gen de la insulina sinó també d’altres gens de cèl·lula β com són Slc2a2 
o Glut2, Gck o  Iapp30. Pdx1 s’uneix a la seqüència TAAT de les caixes proximals A del promotor de la 
insulina. D’aquestes caixes, l’A3 es considera l’element sensible a  glucosa tan en illots humans com en 
els de ratolí. Curiosament, la sobreexpressió de Pdx1 en cèl·lules productores de insulina deficients pel 
factor de transcripció, fa recuperar la seva capacitat per regular els nivells de mRNA de la insulina en 
resposta a glucosa31. La fosforilació de Pdx1 s’ha associat en la modulació de diferents aspectes en la 
seva activitat incloent la unió a l’ADN, transactivacions i interaccions amb cofactors transcripcionals32,33. 
Diferents vies de senyalització s’han implicat en la fosforilació de Pdx1 incloent p38/SAPK, la quinasa 
glicogen sintasa 3 (Gsk3), Erk1/2 o Hipk2.  
Per altra banda, el factor bàsic hélix-loop-helix (bHLH) NeuroD1/Beta2 s’expressa en les cèl·lules 
pancreàtiques i neuroendocrines i és un regulador molt rellevant del gen de la insulina o ins. 
NeuroD1/Beta2 forma heterodímers unint-se a les caixes E que contenen seqüències CANNTG en el 
promotor proximal de la insulina. El gen Ins1 conté dues caixes E mentre que el Ins2 i el INS humà només 
n’hi ha una (E1)34. De la mateixa manera que en el cas de Pdx1, els efectes de la glucosa en la 
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translocació nuclear i en la capacitat transcripcional de NeuroD1 només han sigut demostrats en línies 
cel·lulars. Erk1/2 s’ha associat com a possible mediador dels efectes de la glucosa en l’activitat 
transactivadora de NeuroD1 i la formació dels dímers35,36. 
No va ser fins el 2002 que el factor de transcripció Mafa, membre de la família de les proteïnes de leucina 
zipper, es va identificar com el factor de transcripció que s’unia a l’element RIPE3b/C1 del promotor de la 
Ins37,38. Des d’aleshores, s’han realitzat estudis encaminats a demostrar el paper essencial d’aquest factor 
en la regulació de l’expressió del gen de la insulina així com en la secreció de insulina estimulada per 
glucosa en les cèl·lules β39,40. S’ha demostrat que els nivells proteics i gènics de Mafa són regulats 
positivament per concentracions elevades de glucosa en cèl·lules cultivades41. El metabolisme de la 
glucosa i el calci s’han implicat en el control dels nivells d’expressió de Mafa en línies cel·lulars β33 tot i 
que in vivo encara no s’ha demostrat. L’expressió i activació de Mafa també és controlada per múltiples 
fosforilacions per diferents quinases incloent Gsk3, CaMK, p38 o Erk1/241,42. La fosforilació per Gsk3 és 
necessària per la degradació en els proteosomes de Mafa43, la qual es suggereix que permet la inhibició 
ràpida de la transcripció de la insulina en condicions de baixa glucosa, no obstant, els estudis realitzats 
continuen sent in vitro. Per altra banda, també queda pendent d’elucidar si l’expressió de Mafa i la seva 
unió a l’ADN es dóna prèviament a l’activació transcripcional del gen de la insulina en resposta a glucosa 
o bé posteriorment.  
Els tres factors específics de cèl·lula β mencionats anteriorment, interactuen amb proteïnes addicionals 
incloent p300, NFAT, CCAAT/proteïna potenciadora d’unió beta (C/EBP-b), c-Jun i elements de resposta 
a l’AMPc Creb/CREM, els quals també tenen un impacte en la regulació de la transcripció negativa o 
positiva del gen de la insulina. Per tant, és concebible que l’activació efectiva del gen de la insulina 
depengui de interaccions cooperatives entre proteïnes específiques de cèl·lula β i les diferents proteïnes 
ubiques. Com a exemple, Mafa ha sigut identificat com a partner de les proteïnes NFATc en el promotor 
de la insulina44,45. Per tant, la especificitat de l’expressió de Mafa podria aportar un mecanisme únic a 
través del qual la gran família de proteïnes NFATc podrien regular l’expressió de la insulina i d’altres gens 
rellevants de cèl·lula β, així com la seva regulació a través de diferents estímuls metabòlics.  
Aleshores, la regulació transcripcional de la insulina no només es basa en la combinació d’aquests 
activadors a través de la unió ADN-proteïna i interaccions proteïna-proteïna, sinó que també depèn de les 
concentracions relatives nuclears que permeten una  sinèrgia única en la regulació del gen de la 
insulina46. A més de totes aquestes unions de factors de transcripció, la glucosa a més de regular la 
traducció de la preproinsulina també regula els nivells de mRNA d’insulina a nivell post-transcripcional 
influint en l’estabilitat del mRNA. 
Biosíntesi de la insulina 
La insulina madura és una proteïna composada per dues cadenes polipeptídiques (A i B)  que en total 
sumen 51 aminoàcids. La insulina se sintetitza com a precursor: la preproinsulina, una forma que es 
genera en el reticle endoplasmàtic rugós i conté un pèptid senyal que s’escindeix en la regió cis de 
l’aparell de Golgi donant lloc a la proinsulina. La proinsulina és una molècula més estable que passa a la 
regió trans de l’aparell de Golgi, on es formaran els grànuls de secreció. És en aquests grànuls de 
secreció es produeix la maduració final de la proinsulina a insulina. En el grànul, la proinsulina és tallada 
per dues proconvertases 1/3 i 2 (Pcsk1 i Pcsk2) i la carboxipeptidasa (Cpe) donant lloc a la insulina 
madura de 6kDa i al pèptid C de 3 kDa. La insulina que es va produint precipita i forma cristalls amb 
àtoms de zinc presents en el grànul quedant situada en el centre mentre que el pèptid C, més soluble, 
restarà situat a la perifèria47,48. El grànul de secreció madur, migrarà cap a la membrana plasmàtica guiat 
pels microtúbuls, un cop allà, es fusionarà amb aquesta en un procés pel qual participen les proteïnes 
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SNARE de la maquinària de fusió49. Finalment els productes de la secreció seran alliberats a l’espai 
extracel·lular en resposta a estímuls altament regulats per dur a terme la seva acció biològica.  
Secreció d’insulina 
La secreció d’insulina induïda per diferents estímuls comprèn un seguit de reaccions intracel·lulars que 
porten a la secreció de la hormona quan les cèl·lules β detecten canvis nutricionals50 (Fig. 6). La glucosa 
entra a l’interior de la cèl·lula β a través dels transportadors Glut situats a la membrana cel·lular permetent 
la compensació dels nivells de glucosa extra- i intracel·lulars. Existeix una divergència entre els diferents 
tipus de Glut expressats entre humans i rosegadors. El transportador Glut2 presenta una elevada 
capacitat transportadora i baixa afinitat i és el principal que s’expressa en les cèl·lules β de ratolí, mentre 
que en humans s’ha defectat l’expressió els transportadors GLUT1, GLUT2, i GLUT3 tot i que la 
contribució de cada un d’ells encara no és clara.   
.   
Figura 6. Esquema representatiu dels mecanismes de secreció de insulina induïda per glucosa en les cèl·lules β. 1) La glucosa 
entra a la cèl·lula β a través dels transportadors de glucosa i es fosforilada per la glucoquinasa (GK) esdevenint a glucosa-6-
fosfat. Aproximadament el 90% de la glucosa-6-fosforilada entrarà a la glicòlisi donant lloc a piruvat i ATP. 2) El piruvat és 
transportat cap el mitocondri on és metabolitzat cap a l’àcid tricarboxílic (TCA) o bé convertit a acetil-CoA per l’enzim piruvat 
deshidrogenasa (PDH). 3) L’augment relatiu del ratio d’ATP a ADP porta al tancament dels canals KATP, promovent l’augment 
dels canals dependents de voltatge i per tant, l’entrada de calci, el principal mecanisme requerit per la secreció de insulina. Els 
metabòlits dependents de la glucosa addicionals derivats de la via de la pentosa fosfat (PPP) (4) i l’exportació d’intermediaris 
mitocondrials com l’isocitrat (5) porten a augments en els nivells de NADPH i glutatió reduït. Els àcids grassos lliures poden ser 
precursors del monoacilglicerol (MAG) el qual potencia la secreció dels grànuls que contenen insulina (6). La resposta de la 
cèl·lula β també pot ser modulada de manera positiva i negativa per receptors de superfície (7). Imatge adaptada de Kalwat et 
al51. 
 
En el procés de secreció de insulina, en primer lloc la glucosa entra a la cèl·lula β a través del 
transportador de glucosa Glut2. Un cop a l’interior de la cèl·lula β, és fosforilada a glucosa 6-fosfat (G6P) 
per la glucocinasa (GK). La fosforilació a G6P és el primer pas de la glucòlisi. Com a conseqüència de la 
metabolització de la glucosa i de la fosforilació oxidativa, augmenta la producció d’ATP intracel·lular. Això 
porta al tancament de canals KATP i la despolarització de la membrana cel·lular. A continuació, els canals 
dependents de voltatge de tipus L de Ca2+ responen a aquesta diferència en el potencial elèctric obrint-se 
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i permeten el flux de ions de Ca2+ a l’interior de les cèl·lules β. L’increment de la concentració de Ca2+ 
intracel·lular promou la fusió de les vesícules que contenen insulina a la membrana plasmàtica i la seva 
exocitosi.  
La via clàssica de senyalització ATP/KATP/Ca2+ es complementa per l’activació d’altres vies auxiliars i 
també per factors metabòlics addicionals que amplifiquen la secreció de insulina. Diferents intermediaris i 
cofactors derivats del metabolisme de la glucosa, com també lípids i aminoàcids, participen en la secreció 
de insulina a diferents nivells. L’augment en la concentració de glucosa indueix un augment proporcional 
en la producció de NADPH en les cèl·lules β a través de la via de les pentoses fosfat, el cicle del piruvat, 
la isocitrat deshidrogenasa citosòlica i diferents enzims mitocondrials del cicle de Krebs. S’ha suggerit que 
el NADPH actua com a efector metabòlic amplificant la senyal induïda per glucosa en la secreció de 
insulina, segurament modulant l’estat redox de les cèl·lules β controlat per la glutaredoxina induïnt al 
tancament dels canals KATP, els quals contenen un lloc d’unió a NADPH. 
Les vies lipídiques també participen de manera complementària en el manteniment d’una adequada 
secreció d’insulina. El receptor d’àcids grassos lliure GPR40 es troba altament expressat en la cèl·lula β i 
intervé en la regulació de la secreció d’insulina a través de la senyalització per la proteïna quinasa C 
(PKC). Els receptors GPR41, GPR43 i GPR119 també estan involucrats en el reconeixement d’àcids 
grassos. L’efecte secretor d’insulina restant dels àcids grassos lliures es deu al metabolisme lipídic 
incloent la producció de malonil-CoA, acetil-CoA, monoacilglicerol i diacilglicerol. Per altra banda, els 
aminoàcids també poden contribuir en l’amplificació de la secreció d’insulina estimulada per glucosa a 
través de la reposició de metabòlits intermediaris en el cicle de Krebs (reaccions anapleròtiques). És més, 
els receptors d’aminoàcids Tas1R1 i Tas1R3 presents a la superfície de les cèl·lules β, també podrien 
cooperar en la potenciació de la secreció de insulina estimulats per aminoàcids52.  
Tal i com hem esmentat anteriorment,  les incretines Glp1 i Gip també actuen en l’estimulació de la 
secreció d’insulina a través dels receptors acoblats a proteïnes G (GPCRs) mentre que la somatostatina 
ho inhibeix.  Recentment, s’ha descrit un nou grup d’hormones anomenades decretines (neuromedina U i 
galanina) que inhibeixen la secreció d’insulina, la mateixa funció de la leptina la qual és secretada 
principalment pel teixit adipós i pel cervell.  
Establiment de la massa cel·lular β funcional durant la vida de l’organisme 
Formació de la massa cel·lular β  
Un pàncrees humà sa conté al voltant de 1-2 g de massa cel·lular β i en ratolins és de l’ordre de 1-2 mg. 
Durant l’estadi embrionari, les cèl·lules progenitores es diferencien cap a cèl·lula β a través d’un procés 
anomenat neogènesi. En les fases finals del desenvolupament embrionari, aquestes cèl·lules β formades 
comencen a proliferar a nivells elevats que es mantindran durant etapes inicials de l’etapa postnatal53,54,  
en els primers anys de vida en l’home i 2-3 setmanes coincidint amb la lactància en el ratolí. Només el 2-
3% de cèl·lules β humanes proliferen de manera simultània i els 5-10% cèl·lules β murines.. Aquests 
valors són molt baixos si ho comparem amb altres òrgans on hi ha poblacions cel·lulars en les quals 20-
50% de les cèl·lules proliferen. Els nivells de proliferació de les cèl·lules β disminueixen progressivament 
durant la vida postnatal arribant a un 0-0.5% en l’etapa adulta (Fig. 7)55,56. Els mecanismes responsables 
d’aquest declivi en la proliferació durant l’etapa adulta encara no estan del tot elucidats.   




Figura 7. Esquema que mostra el dinamisme de l’expansió i creixement de la massa cel·lular β des del primer mes postnatal fins 
l’etapa adulta. El diagrama no està en escala. Imatge modificada de Bonner-Weir et al 57. 
 
Adquisició de la funció insulino-secretora 
La funcionalitat de les cèl·lules β un cop formades, també s’adquireix a les primeres etapes de la vida 
postnatal, coincidint amb la baixada progressiva de la  proliferació58. Així doncs, les cèl·lules β recent 
formades presenten una funció secretora d’insulina immadura, és a dir, no regulada i uns nivells molt 
elevats en la proliferació58. A mesura que avança el temps, la seva capacitat secretora es va potenciant, 
particularment en la secreció de insulina induïda per glucosa (GSIS), mentre que la seva capacitat de 
proliferació disminueix. La secreció d’insulina per les cèl·lules β immadures es caracteritza per una GSIS 
dèbil, exhibint respostes a nutrients més potents, com és el cas dels aminoàcids57. Tampoc poden aturar 
de manera eficient la secreció d’insulina quan els nivells de glucosa són baixos, acció important en les 
cèl·lules β madures que proporciona prevenció a la hipoglucèmia59. Hi ha estudis que demostren que 
l’exposició crònica a concentracions estimuladores de glucosa promou la maduració d’aquestes cèl·lules 
β60.  
A l’edat p2 la majoria dels gens de cèl·lula β s’expressen en aproximadament el 10% en adults, però a p7 
els gens Pdx1 i NeuroD1 s’expressen als mateixos nivells que a l’adult. Contràriament, l’expressió de 
Mafa es manté a nivells baixos fins l’etapa adulta. La sobreexpressió de Pdx1 augmenta els nivells de 
Mafa, NeuroD1, GK , el contingut d’insulina i és requerit per la maduració completa de les cèl·lules β però 
no potencia la resposta a glucosa61. Per altra banda, la sobreexpressió de Mafa resulta en un augment de 
NeuroD1, Nkx6.1, Gk i Glp1 sense modificar el contingut d’insulina però sí que potencia clarament la 
secreció d’insulina estimulada per glucosa62. 
Plasticitat de la massa cel·lular β en l’organisme adult 
Els coneixement de la capacitat d’adaptació del pàncrees endocrí ha canviat radicalment en els últims 
anys, de considerar-se un òrgan estàtic a definir-se actualment com un òrgan dinàmic i plàstic. La 
plasticitat endocrina es pot definir com la capacitat que té l’òrgan de regular la massa cel·lular β en funció 
de les necessitats d’insulina per tal de poder garantir un control òptim dels nivells de glucosa en sang. 
Aquesta plasticitat cel·lular implica l’expansió o bé la disminució de la massa β. Així doncs, el pàncrees 
endocrí es troba en constant remodelació mitjançant un procés dinàmic en el que participen tant la 
proliferació com la mort cel·lular o apoptosi. Diversos factors de tipus genètic, metabòlic i ambiental 
participen d’aquest procés de remodelació. El balanç entre els diferents mecanismes que controlen la 
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massa β permeten l’adaptació d’aquesta a les variacions de la demanda metabòlica de l’organisme. 
Aquesta expansió i involució de la massa cel·lular β poden venir determinades tan pel canvi en el número 
de cèl·lules (hiperplàsia) com per la modificació en la seva mida augmentant (hipertròfia) o disminuint 
(atròfia) el volum cel·lular63 (Fig. 8). 
 
Figura 8. Esquema-resum dels diferents processos pels que la massa cel•lular β es pot veure alterada, ja sigui a través de 
l’augment del volum cel•lular (atròfia i hipertròfia) o bé a través del canvi en el nombre de cèl•lules que pot augmentar (replicació i 
neogènesi) o disminuir (apoptosi i necrosi). 
 
La neogènesi en el pàncrees adult es dóna a una freqüència molt baixa, tot i que podria augmentar en 
casos de pèrdua d’una part important de la massa β. En el pàncrees adult la naturalesa dels precursors 
no ha estat determinada de manera clara. Existeixen diversos estudis que suggereixen que es podrien 
trobar en els ductes pancreàtics i serien d’origen epitelial64. El coneixement més detallat sobre els 
diferents mecanismes moleculars que indueixen la neogènesi de la cèl·lula β a partir dels diferents 
orígens de cèl·lules progenitores, permetria la estimulació farmacològica d’aquest procés per la 
regeneració i augment de la massa cel·lular β en pacients diabètics 
Per altra banda, la replicació el principal mecanisme de proliferació de la cèl·lula β en l’etapa adulta i  
consisteix en la divisió d’una cèl·lula per obtenir dues noves cèl·lules. Històricament es pensava que les 
cèl·lules β pancreàtiques eren cèl·lules totalment diferenciades i que per tant, no tenien capacitat de 
proliferar.  Aquesta idea va quedar obsoleta amb la publicació de diversos estudis que demostraven que 
aquest tipus cel·lular podia replicar en resposta a diferents estímuls tant fisiològics com experimentals, 
estímuls tals com una alimentació hipercalòrica, una pancreatectomia o  hiperglucèmia65,66 . També s’ha 
demostrat que illots de ratolins adults exhibeixen un augment en la replicació quan es trasplanten en 
ratolins joves, indicant la presència de factors circulants que també regulen aquest procés67.  
Les cèl·lules β formen una població heterogènia que difereixen en la seva morfologia, en la resposta a 
glucosa, en la secreció d’insulina, en la capacitat proliferativa i en l’estat de maduració. Hi ha estudis que 
postulen que en l’illot existeixen cèl·lules β replicatives i cèl·lules en estat senescent. Les primeres 
inclourien cèl·lules amb capacitat de dividir-se per mitosi en resposta a diferents factors de creixement, 
mentre que el segon grup estaria composat per cèl·lules funcionals sense capacitat de replicar68,69. Un 
estudi recent ha identificat una subpoblació de cèl·lules connectades a les cèl·lules β que actuen com a 
marcapassos en la percepció de canvis en els nivells de glucosa i que transmeten la informació a 
aquelles cèl·lules β especialitzades en la funció secretora  amb les que estan connectades70. També s’ha 
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identificat una subpoblació cel·lular negativa pel gen Flattop amb una alta capacitat proliferativa71. En els 
últims temps  s’ha descobert una població de cèl·lules β immadures situades a la perifèria de l’illot que es 
troben en un estadi entremig de transdiferenciació de cèl·lula α a cèl·lula β completament madures72. 
Actualment hi ha molts estudis enfocats a estudiar l’heterogeneïtat cel·lular dels illots pancreàtics per tal 
d’identificar noves subpoblacions de cèl·lules β que podrien servir com a dianes terapèutiques i servirien 
per millorar la massa cel·lular β així com la seva funcionalitat.  
Sembla clar que les cèl·lules β humanes presenten un potencial replicatiu menor que les murines73. 
Tanmateix, la majoria dels estudis en rosegadors s’han realitzat amb animals de 2-3 mesos de vida, una 
etapa en la que les cèl·lules β encara mantenen un nivell de proliferació elevat, mentre que en humans,  
els donants cadavèrics per transplantament solen tenir de 40-50 anys d’edat. La majoria d’intervencions, 
factors de creixement, agents mitogènics o petites molècules que han tingut bons resultats en la 
potenciació de la proliferació en animals, no han resultat tenir efectes massa positius en humans. Per 
tant, és necessari continuar investigant sobre els mecanismes que regulen la proliferació per entendre les 
diferències entre les cèl·lules β de rosegadors i humans21,74,75. 
L’augment de la massa cel·lular β produït per la neogènesi o la replicació pot ser contrarestat per la 
disminució del número de cèl·lules mitjançant la mort cel·lular. Aquest procés és indispensable pel 
manteniment i la regeneració de qualsevol teixit. La contribució relativa dels diferents mecanismes 
d’expansió i involució poden variar de manera considerable, inclús en un mateix individu, quan canvien 
les situacions fisiològiques. Clàssicament s’han descrit dos mecanismes ben diferenciats de mort cel·lular: 
l’apoptosi, actiu i programat que comporta despesa energètica, i la necrosi, un mecanisme passiu. 
Ambdós situacions poden donar-se simultàniament en el mateix teixit i serà la intensitat i la durada de 
l’estímul el que determinarà a la cèl·lula morir per apoptosi o per necrosi.  La mort cel·lular per apoptosi és 
un procés ràpid, controlat genèticament, que requereix consum energètic i que implica síntesi de novo de 
diferents proteïnes. Aquest mecanisme, permet modelar el teixit pancreàtic durant l’organogènesi i la vida 
de l’individu, a part de jugar un paper fonamental durant l’expansió i posterior involució de la massa 
cel·lular β en la diabetis tipus 2. L’apoptosi es pot dividir en tres fases en funció dels canvis morfològics 
que experimenta la cèl·lula. En la primera fase es produeix la condensació i fragmentació de l’ADN, que 
s’acumula en la perifèria del nucli i provoca la reducció de la mida nuclear. La fragmentació de l’ADN és el 
paràmetre que es detecta amb l’assaig TUNEL, la tècnica que hem utilitzat en aquesta tesi per estudiar 
els nivells de mort cel·lular. En la segona fase del procés, que es pot solapar amb l’anterior, la membrana 
citoplasmàtica perd la seva estructura, es replega formant invaginacions (de l’anglès blebbing). Aquestes 
invaginacions s’acabaran tancant i donaran lloc a la formació de vesícules que contindran fragments 
cel·lulars anomenats cossos apoptòtics, els quals seran fagocitats per macròfags. En la tercera fase, es 
dóna la degeneració de les estructures citoplasmàtiques i nuclears residuals. Existeix una gran varietat de 
factors que poden activar el procés d’apoptosi, com diferents productes químics (radicals lliures d’oxigen, 
fàrmacs, entre d’altres), factors que provoquen dany físic a la cèl·lula (raigs X, xoc tèrmic), atac d’altres 
cèl·lules (cèl·lules T), citocines (TNF-α), pèrdua de factors tròfics (hormones, IL-2, Il-3) o pèrdua de 
contacte ambla matriu extracel·lular. 
Per altra banda, la necrosi és la mort accidental que provoca la destrucció no controlada de les cèl·lules 
degut a un dany sever i sobtat que pot afectar a un conjunt de cèl·lules o a una zona àmplia de teixit. La 
necrosi es caracteritza per canvis irreversibles tan en el nucli com en el citoplasma de la cèl·lula, aquests 
canvis incapaciten el manteniment de l’homeòstasi cel·lular. Els primers canvis es donen a nivell 
mitocondrial i posteriorment la membrana plasmàtica perd la capacitat per regular la pressió osmòtica, 
provocant una alteració en el balanç de sodi, calci i aigua. La ruptura de la membrana fa que el contingut 
intracel·lular sigui alliberat a l’espai extracel·lular provocant una resposta inflamatòria. Els factors que 
poden desencadenar la necrosi són diversos, entre els quals hi ha la hipòxia,  isquèmia, diferents factors 
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que danyen la membrana cel·lular com determinades toxines, un trauma del teixit, tòxics químics, 
espècies reactives d’oxigen o inhibidors de les bombes iòniques.  
Canvis adaptatius de la massa cel·lular β 
L’organisme adult és capaç d’adaptar la massa cel·lular β en determinades situacions fisiològiques 
(embaràs) o patològiques (obesitat) en les quals es requereixen nivells d’insulina superiors a un 
normoestat. Un bon exemple de situació fisiològica adaptativa puntual és l’embaràs on la demanda 
d’insulina augmenta degut a l’increment en el pes corporal i  la resistència d’insulina de la mare. En rates, 
el final de la seva gestació la massa cel·lular β augmenta fins a 2.5 vegades incrementant els nivells de 
proliferació 65,76. Durant els 10 dies següents al part, la massa cel·lular β pateix una reducció sostinguda 
fins a tornar als valors d’inici mitjançant mecanismes d’atròfia, increment en l’apoptosi i una disminució en 
la proliferació77. La manca d’aquesta hiperplàsia compensatòria que es dóna durant l’embaràs pot 
provocar l’aparició de diabetis gestacional. No obstant, la proliferació de la cèl·lula β en resposta a 
l’embaràs no sembla ser tant rellevant en humans com ho és en rosegadors, donat que el mecanisme 
predominant d’adaptació en aquest cas és la neogènesi78. Un altre exemple, però en aquest cas en una 
situació patològica on que la massa cel·lular β experimenta un augment compensatori, és en l’obesitat on 
la resistència a insulina provoca una augment en la demanda d’insulina i per tant, l’activació de 
mecanismes de compensació és una resposta crucial per tal d’evitar la hiperglucèmia. Una prova d’aquest 
fet és que només un terç dels individus obesos desenvolupen DM2; la resta de casos poden evitar-la 
sempre que la cèl·lula β s’adapti a la nova situació de demanda de insulina podent mantenir una massa 
cel·lular β adequada. En canvi, la massa cel·lular β dels individus amb DM2 es troba reduïda un 50% 
respecte als sans amb el mateix pes79. 
La plasticitat de la massa cel·lular β s’ha estudiat en diversos models animals d’obesitat i resistència a la 
insulina induïdes tant per dieta com per modificacions genètiques. Els models de ratolí ob/ob, els quals 
presenten una mutació en el gen de la leptina, desenvolupen obesitat, hiperglucèmia i resistència a la 
insulina sense arribar a manifestar diabetis gràcies al fet que experimenten una gran expansió de la 
massa cel·lular β. En canvi, el model transgènic db/db deficient pel receptor de la leptina, tot i mostrar en 
un inici un increment en la massa cel·lular β, acaben desenvolupant diabetis a causa d’una pèrdua de 
massa per mecanismes d’apoptosi80. 
Els diferents mecanismes que porten a l’increment de la mida cel·lular o hipertròfia no són ben coneguts. 
Hi ha diversos estudis que demostren la implicació d’Akt/PKB (proteïna quinasa B) en aquests processos. 
La sobreexpressió d’Akt de forma constitutiva promou un augment en la mida de les cèl·lules β en 
rosegadors 81 mitjançant l’activació i inactivació de les quinases Serina/Treonina mTOR i Gsk-382–84. La 
quinasa S6K1, efectora de la via de senyalització PI3K, també s’ha relacionat amb el control de la mida 
de les cèl·lules β85. Pende i altres col·laboradors mostren que ratolins deficients en la quinasa S6K1 
desenvolupen intolerància a la glucosa i hipoinsulinèmia. No obstant, la resistència a la insulina no 
s’observa en múscul aïllat, aleshores la forta reducció en la secreció d’insulina estimulada per glucosa i 
en el contingut d’insulina que presenten aquests ratolins no és deguda a una fallada en la detecció o la 
secreció d’insulina sinó a una reducció de la massa β pancreàtiques que  s’explica per una disminució 
selectiva en la mida de les cèl·lules β86. 
Pèrdua de la massa β en la diabetis 
En individus amb DM2 s’ha observat una reducció en la massa cel·lular β en quantificacions 
histològiques79,87. Hi ha dues respostes possibles per aquest fet: el primer és que després de l’estadi 
inicial de l’adaptació cel·lular, es produeixi una reducció dramàtica en la massa cel·lular β a través de 
mecanismes que impliquen apoptosi i desdiferenciació, causat per la glucotoxicitat, lipotoxicitat i 
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acumulacions del polipèptid amiloide de l’illot (IaPP), inflamació, radicals d’oxigen i estrès de reticle 
endoplasmàtic (ER). La segona possibilitat seria que la DM2 afecta a individus que ja tenen una massa 
cel·lular β inicial baixa i/o una reducció en la capacitat d’adaptació i compensació de les cèl·lules β88. 
Aleshores, per entendre la patogènia de la malaltia és molt important tenir en compte que cada individu 
amb DM2 conté una determinada massa cel·lular β i presenta uns mecanismes de compensació i 
adaptació amb més o menys funcionalitat, com també diferent capacitat d’apoptosi o de desdiferenciació, 
ja que totes aquestes característiques que fan únic a cada pacient depenen tan de l’ambient com de la 
seva genètica.  
Fins fa uns pocs anys, la pèrdua de la cèl·lula β només s’havia descrit com a mort programada o 
apoptosi. No obstant, recentment s’han realitzat investigacions que suggereixen que la pèrdua d’identitat 
de la cèl·lula β i desdiferenciació són els principals mecanismes responsables de la majoria de casos on 
es produeix una reducció en la massa cel·lular β tan en models animals de DM2  com en humans89,90. 
Altres autors defensen que les cèl·lules endocrines hormona-negatives d’illots de pacients amb DM2 no 
formen part de la pèrdua en massa cel·lular β91. Cal tenir present que la descompensació metabòlica 
present en les etapes avançades de la malaltia ja sigui per mecanismes d’apoptosi, desdiferenciació o 
disfunció de la cèl·lula β, es produeix per una combinatòria de diferents factors que agreugen la situació i 
provoquen una alteració en la cèl·lula β que acaba amb la seva mort. 
Vies intracel·lulars que regulen la proliferació de la cèl·lula β 
Durant les últimes dècades s’han realitzat moltes investigacions enfocades a elucidar els mecanismes i 
factors involucrats en la regulació de la proliferació de la cèl·lula β. S’han identificat un gran nombre de 
senyals extracel·lulars, cascades de senyalització i molècules efectores del cicle cel·lular74,75,92–94. Les 
senyalitzacions extracel·lulars i les vies intracel·lulars que condueixen a la divisió de les cèl·lules β 
depenen d’un grup de proteïnes que permeten la progressió del cicle cel·lular i en concret, de l’entrada de 
les cèl·lules a la fase de mitosi. S’ha demostrat que la transició del punt de control  G2/M és indispensable 
en la regulació de la proliferació de la cèl·lula β95. Per tal que s’iniciï la fase S, la cèl·lula ha d’activar un 
conjunt de gens necessaris per la replicació de l’ADN i inhibir d’altres que bloquegen aquesta acció durant 
la fase G1. Durant la transició G1/S participen set factors de transcripció E2F que actuen com a 
activadors o repressors de l’expressió gènica regulant aquests canvis (Fig. 9). La família de proteïnes E2F 
amb activitat transcripcional activa (E2F 1-3), és inhibida per la proteïna del retinoblastoma (pRb), p107 i 
p130. Aquesta unió desapareix quan les proteïnes E2F són fosforilades per les quinases dependents de 
ciclines (Cdk): Cdk1, Cdk2, Cdk4 i Cdk6, permetent d’aquesta manera l’activació de l’activitat 
transcripcional de E2F i per tant, l’inici de la fase S del cicle cel·lular. Cal tenir present que existeixen 
diferències clares en l’expressió de les quinases Cdk entre rosegadors i humans.  
Les quinases Cdk4 i Cdk6 en humans i la Cdk4 en rosegadors96, són molècules claus en el control del 
punt de control G1/S del cicle cel·lular. També existeix la família de les ciclines D (ciclina D1, D2 i D3) on 
en rosegadors la ciclina D2 és indispensable per la cèl·lula β, mentre que en humans aquesta és poc 
expressada ja que la funció principal recau sobre les ciclines D1 i D397. 
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Figura 9. Representació esquemàtica de les molècules que regulen la progressió del punt de control G1/S. Les proteïnes 
expressades diferencialment entre humans i rosegadors es senyalen en color negre. Imatge modificada de Kulkarni RN et al 92. 
 
Tan les Cdks com les ciclines són regulades per dues famílies d’inhibidors de cicle, la família INK4 que 
inclou p15ink4b, p16ink4a, p18ink4c i p19ink4d i per la família de Cip/Kip/Waf que comprèn p21cip1, p27kip1 i 
p57kip2. Totes aquestes proteïnes es troben tan en rosegadors com en humans i reprimeixen de manera 
eficient la capacitat de les cèl·lules β a proliferar. Per una banda, les proteïnes Ink4 inhibeixen l’activitat 
de Cdk4 i Cdk6 bloquejant la progressió del cicle cel·lular. Hi ha estudis que demostren que p16 
s’acumula en les cèl·lules β a mesura que augmenta l’edat, sent responsable d’una part de la reducció en 
la capacitat de proliferació de les cèl·lules en organismes adults12. També s’ha estudiat que la inducció de 
p15ink4b porta a una hipoplàsia del pàncrees endocrí en un model animal de sobreexpressió de Tgfβ198. 
Per altra banda, les proteïnes Cip/Kip/Waf inhibeixen la progressió del cicle cel·lular a través de la seva 
unió amb les Cdk i d’aquesta manera bloquegen la seva activitat quinasa.  p21kip i p27kip1 també 
contribueixen en la formació del complex Cdk-ciclina i la seva localització nuclear. Per altra banda, la 
disminució dels nivells de p57kip2 en illots humans adults in vitro sembla tenir un efecte positiu en la 
inducció de la proliferació de la cèl·lula β99. La maquinària que regula el cicle cel·lular és controlada per 
una xarxa de components molt complexa que inclou factors extrínsecs (nutrients, factors de creixement, 
hormones i altres) i els seus receptors, com també cascades de senyalització que inclouen els factors 
intrínsecs de la cèl·lula β induint la seva entrada al cicle cel·lular. 
La senyalització per Akt és una de les principals vies responsables de la regulació del creixement de la 
cèl·lula β. Aquesta quinasa és activada a través d’una cascada que involucra les proteïnes PI3K i PDK1, 
les quals són majoritàriament activades per receptors amb activitat tirosina quinasa. En la cèl·lula β, els 
receptors de la insulina i l’Igf1 són els que s’han relacionat més amb l’activació d’Akt i el seu paper en la 
regulació de la proliferació de la cèl·lula β ha sigut àmpliament estudiada. El funcionament d’aquesta via 
de senyalització s’explicarà en detall en la secció La via de Igf/Insulina.  
La senyalització intervinguda pels receptors d’incretines acoblats a proteïnes G, també activa Akt 
promovent la inhibició de caspases i del factor de transcripció FoxO1 (forkhead box protein O1) el qual és 
inactiu quan es fosforila i es localitza al citoplasma portant disminuïnt els nivells d’apoptosi en la cèl·lula β. 
Els efectes de Glp1 com a inductor de la proliferació de la cèl·lula β s’han descrit àmpliament en diferents 
estudis100–102. La regulació de la proliferació i la massa cel·lular β a través de Gs-GPCR s’explicarà en 
més detall en la secció El segon missatger intracel·lular: AMPc.  
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Per altra banda, la glucosa per se actua com a potent estimulador de la replicació de la cèl·lula β tan en 
rosegadors com en humans 103. S’ha demostrat l’existència d’un gran nombre de mecanismes involucrats 
en la regulació de la inducció de proliferació de la cèl·lula β per la glucosa (Fig. 10). En primer lloc, quan 
la glucosa entra dins la cèl·lula es metabolitza a través de la glucòlisi produint ATP (adenosina trifosfat) i 
activant la maquinària de secreció d’insulina. L’AMPK (proteïna quinasa activada per AMP) és la principal 
quinasa sensible a energia que intervé en l’adaptació en situacions de nivells baixos de nutrients a través 
de la inhibició de l’activitat de mTOR (diana sensible a rapamicina en mamífers), inhibint la proliferació de 
la cèl·lula β. La producció d’ATP induïda per glucosa, inhibeix AMPK, i per tant s’indueix la proliferació a 
través de l’activació de mTOR per mecanismes que encara no estant del tot elucidats. Per altra banda, 
nivells elevats d’ATP promouen el tancament dels canals de potassi dependents d’ATP (KATP) situats a la 
membrana de la cèl·lula β i permetent l’entrada de calci a l’interior de la cèl·lula. L’increment en el calci 
intracel·lular, induït per la secreció d’insulina estimulat per la glucosa, promou la fosforilació i activació de 
diferents quinases com PKA (proteïna quinasa A), Erk1/2 o CaMK (proteïna quinasa dependent de 
calci/calmodulina) les quals fosforilaran al factor de transcripció Creb (cAMP response element binding)  a 
la Ser133 activant la transcripció de gens específics que promouran la proliferació de la cèl·lula β. En el 
cas de la senyalització per CaMK, el calci serà detectat per  la proteïna calmodulina, que activarà la 
calcineurina, una fosfatasa amb múltiples dianes que regulen el control de diverses vies de proliferació. 
Una de les seves principals dianes en la cèl·lula β són els factors de transcripció NFAT (factor nuclear de 
les cèl·lules T activades), potents inductors de gens rellevants de cicle cel·lular44,104. La glucosa també pot 
activar directament el factor de transcripció ChREBP (proteïna d’unió a elements de resposta a 
carbohidrats) induint l’estimulació de la proliferació de la cèl·lula β  a través de l’activació de la 
transcripció de gens com Cdks (1, 2, 4 i 6) i Ccnd3, Ccna i Ccne105.  
 
 
Figura 10. Esquema representatiu dels mecanismes induïts per glucosa de la proliferació de la cèl·lula β a través de mTOR, de 
ChREBP i de NFATs en rosegadors. La glucosa entra a l’interior de la cèl·lula a través del transportador Glut2 (rosegadors) o 
GLUT1 (humans), generant ATP el qual bloqueja AMPK i activa la senyalització per mTORC per promoure la proliferació. Per 
altra banda, el metabolisme de la glucosa activa a ChREBP, promovent l’activació de c-Myc i ciclines. L’entrada de calci a 
l’interior de la cèl·lula promou l’activació de la calmodulina i la calcineurina, resultant en l’activació de la proliferació a través dels 
factors de transcripció NFATs. Imatge de Bernal-Mizrachi et al74.  
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Per altra banda, l’hormona del creixement (GH), la prolactina (PRL) i el lactogen placentari (PL), són una  
família d’hormones que també juguen un paper important en l’augment de la massa β i es mantenen en 
nivells elevats quan apareix una elevada demanda d’insulina65. Tan la PRL com el PL augmenten durant 
l’embaràs i indueixen la proliferació a través del receptor de prolactina, mentre que la GH ha demostrat 
tenir capacitat per estimular la replicació de les cèl·lules β en illots fetals, neonatals i en adults. La via de 
senyalització de Wnt, la qual té una funció molt important durant l’estadi embrionari del desenvolupament 
del pàncrees, també ha demostrat tenir un paper de regulador positiu en la proliferació de la cèl·lula β106. 
Contràriament, la via de senyalització intervinguda per TGFβ s’ha descrit com a negativa en la replicació 
de la cèl·lula β ja que la inhibició de la seva funció promou l’entrada al cicle cel·lular. Tot i així, sota 
algunes condicions podria tenir un paper de supervivència i regulació de la proliferació de la cèl·lula β107 
La intensa recerca dels últims anys dedicada a elucidar i determinar els mecanismes que regulen la 
proliferació de la cèl·lula β, ha permès generar una llarga llista de factors mitogènics que podrien ser 
dianes terapèutiques pel tractament de la malaltia. No obstant, la major part del coneixement s’ha generat 
en rosegadors i la translació en  humans continua sent confusa i complexa. Per aquest motiu és 
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EL SEGON MISSATGER INTRACEL·LULAR:  AMPc 
El nucleòtid cíclic AMPc (adenosina monofosfat cíclica) és un dels primers missatgers intracel·lulars 
identificats que regula un gran nombre de funcions cel·lulars. La seva biosíntesi la porten a terme  els 
enzims adenilil ciclases (AdC) a partir d’ATP mentre que la degradació a AMP la realitzen les 
fosfodiesterases (PDE). La majoria d’AdC s’uneixen a la membrana plasmàtica on són activats per 
receptors acoblats a proteïnes G (GPCRs)108, mentre que les fosfodiesterases senyalitzen a través de 
proteïnes andami o scaffold i es troben sota una regulació més complexa109. Els canvis en els nivells del 
segon missatger poden ser controlats per diversos receptors però en la majoria de casos venen regulats 
pels GPCRs.  
Els GPCRs també coneguts com a receptors transmembrana de set dominis, comprenen una gran família 
de receptors que detecten molècules des de la part extracel·lular i activen vies de transducció de senyal, 
induint a respostes intracel·lulars que promouen la fosforilació i activació de factors de transcripció. Entre 
els lligands que s’hi uneixen es troben hormones i neurotransmissors i els missatgers secundaris inclouen 
l’AMPc, el fosfatidilinositol (PIP2) i el calci (Ca+2). Les proteïnes G estan composades per tres subunitats 
principals: α, β i γ. La unió del lligand al receptor promou un canvi conformacional de la proteïna G 
trimèrica que s’activarà mitjançant l’intercanvi de GDP enllaçat per un GTP. La subunitat α es dissocia de 
les βγ  i depenent del tipus de subunitat α que formi part del receptor (Gs, Gi, Go, Gq, Gt, Golf) s’activarà 
una via de senyalització o altra (Taula. 2). En el cas de la senyalització via cAMP, si la subunitat α és 
activadora (Gs) s’activarà l’enzim AdC augmentant els nivells d’AMPc.  Si la subunitat α és inhibidora (Gi) 
s’inhibirà l’AdC i disminuiran els nivells d’AMPc. 
 
Taula 2. Tipus de subunitats α reguladores dels receptors acoblats a proteïnes G (GPCRs) juntament amb els seus efectes 
corresponents i vies de senyalització intracel·lulars que activen.  
 
La senyalització via GPCR-Gs 
El paper de les incretines ha sigut objecte d’estudi durant els últims 20 anys ja que són els principals 
lligands coneguts que actuen a través de GPCR-Gs en la cèl·lula β. Els nombrosos efectes descrits de 
Glp1 tant en la cèl·lula β com en teixits extra pancreàtics com el cervell, el múscul, el teixit adipós o el cor, 
han fet que alguns derivats d’aquesta molècula i anàlegs estructurals, com l’exendina-4 (ex4), es trobin en 
estadis avançats d’investigació clínica amb resultats molt prometedors pel que fa al control de 
l’homeòstasi de la glucosa i el pes corporal dels pacients. El coneixement dels diferents mecanismes que 
controlen la secreció i l’acció de Glp1 en la regulació de la proliferació i l’apoptosi110,111, permeten la seva 
aplicació en la reversió del desenvolupament natural de la DM2.  
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Vies intracel·lulars regulades per GPCR-Gs 
L’augment en els nivells d’AMPc per l’activació de Gs pot seguir dues vies de senyalització diferents. Per 
una banda, pot actuar a través de la senyalització dependent de PKA i per l’altra banda a través de les 
proteïnes Epac 1/2 o Rapgef 3/4 (Exchange factor directly activated by cAMP 1/2). 
PKA és una serina/treonina quinasa formada per dues subunitats reguladores (R) codificades per quatre 
transcrits (RIα, R1β, RIIα i RIIβ) i dues subunitats catalítiques (C) codificades per tres transcrits (Cα, Cβ i 
Cγ) 112. Prkar1a és el subtipus regulador més abundant en la cèl·lula β113. La unió del segon missatger a 
les subunitats reguladores de PKA promou l’alliberació de la subunitats catalítiques, les quals entren a 
l’interior del nucli i fosforilen als seus corresponents substrats, sent un dels principals el factor de 
transcripció Creb el qual s’uneix a determinades seqüències de l’ADN anomenades Cre activant la 
transcripció de gens específics a la cèl·lula β (Fig. 11).  
 
Figura 11. Esquema general de la senyalització principal de PKA. En aquest model, la senyalització s’inicia quan la hormona 
s’uneix  al GPCR, activant Gsα la qual activarà AdC augmentant els nivells de AMPc (rodones blaves). L’AMPc s’uneix a 
l’heterotetràmer de PKA, alliberant-se els dímers de les subunitats PKAR i els dímers PKAC (quadrats vermells). Les subunitats 
catalítiques fosforilaran dianes citoplasmàtiques i nuclears (p.e Creb) portant a efectes downstream de la senyalització 
intracel·lular. A la part dreta de l’esquema es forma el complexa PKA-AKAP que fosforilarà substrats en resposta a nivells molt 
elevats de del segon missatger. Imatge modificada de Lawrence et al114. 
 
Tal i com es pot observar a la Figura 12, l’activació de PKA induïda per l’augment dels nivells d’AMPc 
resulta en (1) l’increment de l’expressió de Pdx1 i la seva translocació al nucli, juntament amb altres gens 
específics de cèl·lula β, (2) l’activació de la β-catenina i el factor de transcripció Tcfl2 (T-cell factor-like 2) 
de la via de senyalització Wnt que promourà la transcripció de gens de cicle cel·lular la Ccnd1, (3) 
l’activació del factor de transcripció NFAT a través de la senyalització dependent de calci/calcineurina que 
promou la transcripció de gens reguladors de cèl·lula β i (4) la translocació de PKA al nucli promovent la 
fosforilació de diferents substrats com és Creb. L’activació de Creb en el residu serina 133 a la cèl·lula β 
en resposta a diversos estímuls com la glucosa, Glp1, Gip o el pèptid d’activació de l’adenilat ciclasa 
pituïtària (PACAP) promou l’activació de la transcripció dels seus gens diana. Els mecanismes moleculars 
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pels quals Creb activa la transcripció de gens a la cèl·lula β varia segons la naturalesa de l’estímul. 
Aquests mecanismes involucren a diferents proteïnes quinases com PKA, Erk1/2 o la β-arrestina 1, 
permetent a Creb que reguli de manera específica l’expressió de gens crucials d’identitat i proliferació de 
la cèl·lula β com són la insulina, Irs2115, Pdx1, Mafa116, Ccna2117, Ccnd1118, Bcl-2 (gen antiapoptòtic)119 i 
Igf1r120. Així doncs, l’activació de Creb en la cèl·lula β augmenta la sensibilitat a glucosa, la secreció 
d’insulina, la supervivència, la proliferació i l’activació del cicle cel·lular121. 
Per altra banda, les proteïnes Epac contenen un domini d’unió a l’AMPc altament conservat en l’evolució 
que actua com a interruptor molecular el qual detecta canvis en els nivells del segon missatger regulant 
diferents funcions biològiques. Epac 1/2 (5) activa la cascada de senyalització: Rap1  B-Raf  Mek 
que resultarà en la fosforilació d’Erk1/2 i induirà l’activació de Creb. Per altra banda, Epac 1/2 també té 
efectes antiapoptòtics i promou la secreció de insulina estimulada per glucosa (GSIS) a través de 
l’activació  de Rap1 controlant l’exocitosi dependent dels nivells de calci, no obstant el mecanisme 
específic encara queda pendent d’elucidar120.  
També existeixen un grup de proteïnes armadura anomenades AKAP (A-kinase anchoring proteins) que 
s’uneixen a les fosfodiesterases i a PKA, formant complexes que sincronitzen les respostes de l’AMPc122. 
A més, el propi AMPc també regula algunes fosfodiesterases (PDE4) permetent una regulació més 
estricte en la durada i intensitat de la seva pròpia senyalització123 (Fig. 11). 
Finalment, l’activació de la β-arrestina 1 a través de Glp1r promou l’activació de Erk1/2 però de manera 
més tardana. Aquesta activitat permet mantenir durant més temps a Erk1/2 en el citoplasma i afavoreix la 
fosforilació de substrats no nuclears de la quinasa com és el cas de p90Rsk permetent la inactivació de la 
proteïna proapoptòtica Bad124 (Fig. 12). Les β-arrestines també poden actuar com a proteïnes armadura 
en la transducció de senyal a través del reclutament de diferents proteïnes de senyalització formant 
complexes que uneixen els GPCRs a diferents senyalitzacions com és el cas de la cascada Erk1/2125,126. 
 
Figura 12. Efectes de Glp1r sobre la proliferació, supervivència i funcionalitat de la cèl·lula β. L’augment en els nivells del 
segon missatger AMPc pot seguir una via PKA-dependent o bé independent activant les proteïnes Epac2 induïnt la 
proliferació de la cèl·lula β. Imatge modificada de Dalle S. et al120. 
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Ambdues vies de senyalització: PKA i Epac 1/2 alteren l’activitat iònica resultant en el tancament dels 
canals KATP modificant-se el potencial de la membrana i sensibilitzant les cèl·lules β als canvis dels nivells 
de glucosa. L’augment en els nivells de calci intracel·lulars incrementa el nombre de vesícules secretores 
d’insulina de l’interior de les cèl·lules que estan a punt per ser alliberades127. L’activació de la via 
intervinguda per Epac 1/2 facilita de manera ràpida l’exocitosi de insulina dependent de calci, mentre que 
en el cas de Glp1 aquesta secreció és més lenta i sostinguda128.  Depenent de l’abundància relativa de 
PKA i Epac 1/2, així com de la seva distribució i localització, i l’ambient cel·lular en el que es trobin poden 
actuar de manera independent, sinèrgica, o oposada en la regulació d’una funció cel·lular específica com 
l’estimulació de la fosforilació d’Akt per insulina, la regulació de la proliferació o la desdiferenciació 
cel·lular129. 
GPCR-Gs i la regulació de l’homeòstasi de la glucosa 
Dècades enrere ja es va demostrar que l’AMPc era una molècula de senyalització amb funcions 
importants en la regulació de la secreció d’insulina i glucagó de les cèl·lules β i α del pàncrees, 
respectivament. Actualment, l’activació de PKA es considera un amplificador de la secreció d’insulina 
potenciant l’alliberació de les vesícules RRP (readily releasable pool) després de la seva estimulació per 
glucosa. L’activitat de PKA augmenta el nombre de grànuls de secreció sensibles a nivells elevats de 
calci, alguns d’ells localitzats fora de les RRP, assegurant d’aquesta manera que també es produeixi 
exocitosi en zones fora de la membrana plasmàtica de la cèl·lula que es troben actives i permeten una 
gran quantitat de secreció de grànuls d’insulina130. A banda de l’estimulació de la GSIS, les proteïnes 
Epac 2 també intervenen en l’acidificació dels grànuls secretors de la cèl·lula β per tal que esdevinguin 
competents per una exocitosi ràpida en resposta a un augment en l’influx de calci. Aquesta funció és 
específica per els pools d’alliberació immediata (IRP) dels grànuls de secreció que s’alliberen a la primera 
fase de la GSIS131.  
L’efecte amplificador de Glp1 en l’alliberació d’insulina és estrictament dependent de glucosa, tenint un 
efecte en concentracions plasmàtiques de glucosa d’aproximadament de 80mg/dl. Agonistes de Glp1r 
s’utilitzen actualment pel tractament de la DM2. No obstant els efectes clínics d’aquesta incretina són 
limitats ja que pateix una ràpida inactivació i degradació per l’enzim DPP-4 (dipeptidil peptidasa-4). Per 
aquest motiu, s’han desenvolupat fàrmacs que mimetitzen els efectes glucoreguladors de Glp1 com el 
liraglutide i l’ex4 i d’altres que són inhibidors de DPP-4 com la sitagliptina i la vildagliptina, que 
s’admministren conjuntament. Tots aquests agonistes del receptor de Glp1 milloren la secreció d’insulina 
en la cèl·lula β amb un paper rellevant en la primera i segona fase de resposta a la secreció.  
GPCR-Gs i la regulació de la massa cel·lular β 
A més a més dels seus efectes sobre la secreció d’insulina diversos treballs han demostrat efectes de 
Glp1 sobre proliferació, supervivència i neogènesi de cèl·lules β, suggerint que aquesta incretina també 
podria participar en la regulació de la massa cel·lular β.  
En rates Wistar, la disminució en la funció de cèl·lula β i la seva conseqüent alteració en la tolerància a la 
glucosa lligat a l’edat, podia ser revertida per l’administració de Glp1. En aquest model animal, el Glp1 
induïa l’expressió de Pdx-1, el qual es troba molt disminuït en rates adultes. Així doncs, la millora en la 
tolerància a la glucosa després de l’administració de l’incretina s’atribueix directament a l’augment en la 
massa cel·lular β la qual compensa la decaiguda en el nombre i funcionalitat de cèl·lules β que apareix de 
manera fisiològica132. L’AMPc s’ha descrit com a activador o inhibidor de la proliferació segons la seva 
diana cel·lular com EGF (factor de creixement epidèrmic) o Src, així com el tipus cel·lular en el que actuï 
atribuït a la seva connexió amb la via de senyalització Ras/Raf/Mek/Erk. Per exemple, en fibroblasts el 
segon missatger antagonitza les senyals proliferatives induïdes per factors de creixement i altres 
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activadors de la via de senyalització d’Erk1/2133 en canvi, en la línia cel·lular de fibroblasts CCL39 l’AMPc 
no inhibeix Erk, sinó que retarda la seva activació134. També s’han descrit efectes de l’AMPc sobre altres 
tipus cel·lulars com neurones135, melanòcits136 i les cèl·lules de la tiroides137 regulant processos de 
proliferació i desdiferenciació a través de l’activació d’Erk.  
L’exendina-4 també han demostrat augmentar els nivells de replicació, neogènesi i massa cel·lular β, 
millorant també la tolerància a la glucosa en un model animal de diabetis de pancreatectomia parcial138. 
Altres investigacions mostren evidències indirectes sobre els efectes de Glp1 sobre la regulació de la 
massa cel·lular β a partir de l’estudi en un model d’estreptozotocina on es produeix l’expressió 
compensatòria de gens pancreàtics després de la destrucció d’un gran nombre de cèl·lules β139. Apareix 
un augment en la producció de Glp1 per part de les cèl·lules α romanents, suggerint que aquesta 
hormona juga un paper molt rellevant en la recuperació de la funcionalitat i la massa cel·lular β després 
d’haver rebut una forta agressió. Estudis recents continuen apuntant en el mateix sentit demostrant que 
l’administració intraperitoneal de l’agonista de Glp1, liraglutide en el model animal doble knock-in Rip-
creERT2/R26R-YFP, en el que es poden marcar les cèl·lules β de manera específica i permanent 
després de l’injecció intraperitoneal amb tamoxifen, evita la pèrdua de la massa cel·lular β augmentant els 
nivells de proliferació però no de neogènesi, disminuïnt la taxa de mort cel·lular. A més, aquesta millora 
en la massa i la funció de la cèl·lula β, així com la hiperglucèmia, es manté un cop finalitzat el 
tractament140. Tot i aquests estudis calen més estudis enfocats a demostrar el paper positiu de la 
senyalització per incretines en la regulació de la massa cel·lular β. 
Models animals de la via GPCR-Gs-AMPc 
La generació de diversos models genètics de ratolí deficients en components de la via de senyalització 
GPCR-Gs-AMPc ha permès estudiar i demostrar la rellevància d’aquesta via en la regulació de la 
proliferació i funcionalitat de la cèl·lula β. 
 Ratolins deficients en els receptors Glp1r i Gipr  
Ratolins deficients per Glp1 en cèl·lula β desenvolupen intolerància a la glucosa administrada per via 
intraperitoneal i defectes en la secreció d’insulina en resposta a Glp1 sense mostrar alteracions en la 
tolerància a la glucosa oral. Per altra banda, la deficiència de Glp1 indueix a una pèrdua en la resposta 
d’exendina-4100. En rosegadors els Glp1r són necessaris per respondre a la hiperglucèmia i al Glp1 
exogen, no obstant, durant la ingesta d’aliments hi ha altres factors que actuen per tal de compensar la 
reducció en l’acció de Glp1. Per altra banda, els animals transgènics deficients en cèl·lula β de Gipr  
exhibeixen nivells menors de secreció d’insulina postprandial i una disminució en l’expansió de la massa 
de teixit adipós sense canvis en la sensibilitat de la insulina en comparació amb el grup control. A més, 
les cèl·lules β d’aquest model animal desenvolupen més sensibilitat a patir apoptosi i presenten nivells 
gènics menors de Tcf7, un gen important en la regulació de l’homeòstasi de la glucosa141. El model animal 
doble transgènic per Glp1r i Gipr en cèl·lula β (β-DIR KO) no presenta una resposta de glucèmia 
millorada després de l’administració exògena de Gip o d’exendina-4, no obstant aquests animals no 
presenten alteracions en la sensibilitat a la insulina. La resposta a forskolina i GSIS in vitro en illots isolats 
d’aquests es manté funcional142.   
Curiosament, cap dels tres models animals explicats exhibeix alteracions en la proliferació de la cèl·lula β 
així com tampoc en l’expansió de la massa cel·lular β. Aquestes dades posen de manifest l’existència i la 
connexió d’altres vies de senyalització que puguin actuar de manera sinèrgica amb la via de les incretines 
i que són essencials en l’establiment de la massa cel·lular β durant l’etapa postnatal temprana. 
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 Ratolins deficients en Gsα  
L’any 2007 Weinstein L. et al caracteritzen el model animal deficient per la subunitat Gsα en la cèl·lula β 
(βGsKO)143. Aquests animals desenvolupen una severa hiperglucèmia, juntament amb una intolerància a 
la glucosa i hipoinsulinèmia, lligat a una reducció en el contingut de insulina i una secreció de insulina 
induïda per glucosa alterada 143. La hipoinsulinèmia així com nivells reduïts de Igf1 circulant podrien ser 
responsables de la disminució del creixement postnatal evident a les 2-3 setmanes d’edat tan en mascles 
com en femelles. Els illots d’aquests animals són més petits i la massa cel·lular β es troba 
significativament disminuïda, dades que es relacionen directament amb una reducció en la taxa de 
proliferació, que apareix des del naixement (p1) i un augment en els nivells d’apoptosi. No obstant, no es 
veu afectada l’expressió gènica del factor de transcripció Pdx1, així com tampoc la de Irs2, suggerint que 
aquests dos gens no estan involucrats en aquest fenotip143.  
Tres anys més tard, el mateix grup va generar el model animal deficient per la subunitat Gsα de tot el 
pàncrees, utilitzant el promotor Pdx1Cre (PGsKO)144. Els ratolins PGsKO també desenvolupen una clara 
intolerància a la glucosa des d’una edat molt temprana, confirmant la rellevància de la senyalització Gsα 
en la funcionalitat de la cèl·lula β. Ambdós models animals, específic de cèl·lula β i de pàncrees 
presenten una disminució significativa en els nivells d’expressió de Ins2.  
 Ratolins deficients en Giα  
Berger M. et al.  estudien el paper de la subunitat Gi dels GPCRs  en la regulació de la massa cel·lular β.  
La sobreexpressió de la subunitat inhibidora en cèl·lula β disminueix els nivells de proliferació, altera la 
massa cel·lular β i l’homeòstasi de la glucosa en l’etapa adulta. Contràriament, la seva inhibició indueix la 
proliferació perinatal de les cèl·lules β, augmenta la massa cel·lular i millora la homeòstasi de la glucosa. 
Anàlisis transcriptòmics identifiquen l’expressió de múltiples Gi-GPCRs que s’expressen durant el 
desenvolupament i l’etapa adulta, com és el cas de Adra2a, un regulador clau en la replicació de la 
cèl·lula β. Aquests resultats demostren que Gi limita la proliferació de les cèl·lules β, especialment en el 
període perinatal, un moment crític per l’establiment de la massa cel·lular β145.  
 Ratolins deficients en PKA i Epac 2 
Els animals deficients per Prkar1a en el pàncrees (Pdx1-Cre prkar1af/f) no exhibeixen alteracions en els 
nivells de proliferació de la cèl·lula β així com tampoc en la massa β. És més,  aquests ratolins presenten 
una millora en la tolerància a la glucosa i GSIS113.  Per altra banda, ratolins knock-out per Epac 2 en 
cèl·lula β alimentats ad libitum amb dieta estàndard no exhibeixen una alteració en la GSIS però sí en 
l’acció de l’agonista de Glp1r, l’ex-4 en la potenciació de la primera fase de la GSIS, tan in vitro com in 
vivo. No obstant, quan aquests animals són alimentats amb una dieta alta en greixos i esdevenen 
resistents a la insulina, l’absència d’Epac 2 altera la GSIS146.  Aleshores sembla que en la DM2, les 
proteïnes Epac 2 participen en la restauració de la GSIS a través dels agonistes de Glp1r.  
 Ratolí deficient β-arrestina 1 
El model animal deficient per la proteïna β-arrestina 1 causa una reducció en l’activació d’Erk1/2 i Creb i 
també en l’expressió de Irs2, així com una disminució dels nivells d’AMPc i com a conseqüència una 
alteració en la secreció d’insulina. No obstant, la β-arrestina 1 no altera l’expressió del propi Glp1r com 
tampoc la seva interlinealització/dessensibilització147.  Recentment s’ha identificat la β-arrestina 2 com a 
reguladora essencial en la funció β pancreàtica tan en condicions fisiològiques i patofisiològiques. La 
inactivació d’aquesta proteïna en cèl·lula β de ratolins adults altera la secreció d’insulina i produeix 
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intolerància  a la glucosa. Contràriament, la seva sobreexpressió en cèl·lula β millora molts defectes 
metabòlics observats en ratolins alimentats amb una dieta alta en grasses148. 
 Ratolí transgènic dominant negatiu A-CREB 
Jhala et al. generen un model animal transgènic específic de cèl·lula β que expressa el dominant negatiu 
Creb (A-Creb) que bloqueja els tres components de la família (Creb1, Atf1 i Crem) (Rip A-Creb)115. 
Aquests animals desenvolupen diabetis com a conseqüència d’un augment en els nivells d’apoptosi, en 
gran part per l’increment en els nivells d’expressió de l’inhibidor de cicle cel·lular Cdkn1a (p21), com 
també una alteració en l’expressió gènica de Irs2 i la Ccna2 amb un impacte negatiu sobre massa 
cel·lular β115. Curiosament, els efectes de la deficiència de Creb tenen un impacte més negatiu en la 
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LA VIA IGF/INSULINA 
Els factors semblants a la insulina o Igf (insulin growth factor) i la pròpia insulina constitueixen una xarxa 
complexa que controla molts aspectes del metabolisme, el creixement i la supervivència en una àmplia 
gamma de teixits en mamífers150. La senyalització Igf/Insulina també contribueix a la regulació de 
l’homeòstasi tissular, l’angiogènesi, l’adhesió, la migració cel·lular151 i té diversos efectes en el cervell152 
mentre que la seva desregulació es relaciona amb la neoplàsia i altres alteracions153. És per això, que 
l’estudi d’aquesta via de senyalització inclou d’una banda, el potencial terapèutic i d’altra el seu paper 
patogènic.  
Components de la via Igf/Insulina 
El sistema Igf/Insulina està format per la insulina i els factors de creixement Igf1 i Igf2, els seus respectius 
receptors de superfície: el receptor de la insulina (Insr), Igf1r, Igf2r, a més dels receptors híbrids formats 
per hemireceptors de Igf1r i Insr. També existeix un conjunt de sis proteïnes anomenades Igfbp (proteïnes 
d’unió als Igf) que s’uneixen als Igfs estabilitzant la seva senyalització. Els Igfs se sintetitzen principalment 
en el fetge però també es produeixen de manera local en un gran nombre de teixits, on poden actuar de 
forma autocrina i paracrina151, mentre que la insulina se sintetitza principalment per les cèl·lules β del 
pàncrees. A diferència de la insulina que circula a concentracions de l’ordre picomolar (pM), els Igfs ho 
fan a concentracions de l’ordre de nanomolar (nM).  
El receptor de la insulina i de l’Igf1 són homòlegs i contenen múltiples dominis tirosina quinasa que 
uneixen la insulina i Igf1 amb diferents graus d’afinitat. De fet, el receptor de la insulina també participa en 
l’activació de senyals promogudes pels Igfs, així com els receptors híbrids que transmeten senyals 
citoplasmàtiques. Per altra banda, el receptor de Igf2 no està relacionat estructuralment ni amb el receptor 
Igf1 ni amb el receptor de la insulina. Tan Igf1r com Insr estan formats per dues cadenes  α les quals 
uneixen el lligand, i dues cadenes β amb activitat tirosina quinasa. L’autofosforilació en els residus tirosina 
de Insr i Igf1r en resposta a la unió del lligand es produeix com una reacció intramolecular en trans on les 
tirosina quinases de la subunitat β fosforilen els residus de l’altra subunitat β. L’activitat tirosina quinasa 
de les subunitats β tant de l’Igf1r com de Insr són essencials per la seva senyalització ja que mutacions 
en el domini catalític resulten en l’aparició de resistència a la insulina. Malgrat la seva homologia 
estructural, la transducció del senyal a través dels receptors de insulina i de Igf1 resulta en respostes 
fisiològiques diferents encara que en ocasions existeixi un solapament en les vies que senyalitzen. 
Les principals vies de senyalització mitjançant les quals Insr i Igf1r regulen el metabolisme i l’expressió de 
gens rellevants en cèl·lula β té com a protagonista la quinasa serina Akt. L’activació de Insr/Igf1r promou 
el reclutament dels substrats específics del receptor. Els més coneguts pertanyen a la família dels 
substrats del receptor de la insulina (Irs1-6), els quals actuen com a proteïnes armadura per tal 
d’organitzar i intervenir en els complexes de senyalització. Els Irs són fosforilats per l’activació dels 
receptors  en dominis tirosina donant lloc a  punts d’unió  per altres molècules intracel·lulars que tenen 
homologia amb SH2 (Src-homology 2). Els Irs amb més impacte sobre la cèl·lula β i en la regulació de 
l’homeòstasi de la glucosa són Irs1 i Irs2. El model animal deficient per Irs1 sistèmic exhibeix un defecte 
en el creixement i una alteració en l’acció de la insulina, especialment en muscle, no obstant, presenten 
una tolerància a la glucosa normal. Per altra banda, el model transgènic deficient per Irs2 sistèmic 
presenta un defecte en el creixement d’alguns teixits com les neurones i els illots pancreàtics, i també un 
defecte en la senyalització de la insulina en el fetge. Les isoformes Irs3 i Irs4 tenen un patró d’expressió 
tissular més restrictiu. En rosegadors Irs3 es troba molt expressat en adipòcits, fetge i pulmons, mentre 
que Irs4 es troba principalment en el múscul esquelètic, fetge, cor, cervell i ronyó. A part de les proteïnes 
Irs, els receptors de la insulina i Igf1r també poden fosforilar altres substrats com: les proteïnes Shc 
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(Ras/Erk), GAB, SHB2 i Cbl, entra d’altres154. La via principal que uneix les proteïnes Irs amb les accions 
metabòliques de la insulina i Igf1 és la quinasa-PI3 (PI3K) i la senyalització d’Akt. Les PI3K són 
heterodímers formats per subunitats reguladores i catalítiques. El reclutament i l’activació de PI3K 
dependrà de la unió dels dos dominis SH2 en les subunitats reguladores tirosina quinasa de les proteïnes 
Irs154. Un cop s’activa PIK3 reclutarà Akt a la membrana plasmàtica per activar-la i continuar amb la via de 
senyalització. Per la completa activació d’Akt es requereixen dos llocs de fosforilació: T308 i S473. 
Existeixen tres isoformes diferents (Akt1, Akt2 i Akt3) totes elles expressades en cèl·lula β. L’activitat 
d’Akt és regulada per mecanismes dependents i independents de Pi3K i requereix un gran nombre de 
senyalitzacions que inclouen translocacions de membrana i fosforilacions (Fig. 13). Akt fosforila diferents 
substrats que controlen diferents processos biològics incloent el transport de glucosa per insulina, la 
síntesi proteica i de glicogen, la proliferació, el creixement cel·lular81, la diferenciació i la supervivència 
cel·lular. En rosegadors l’activació d’aquesta quinasa és dependent de Irs2 i presenta  una gran quantitat 
de proteïnes substrat,  entre les quals s’inclouen la Gsk3 (quinasa glicogen sintasa 3 β) i el factor de 
transcripció FoxO1, ambdós quedant inhibits per la seva fosforilació. Per contra, Akt té altres dianes que 
en ser fosforilades s’activen, com mTOR, que al seu torn activa altres proteïnes implicades en aquest 
procés activant la síntesi proteica i també  pot activar directament en serina/treonina a determinats factors 
de transcripció els quals contribueixen a promoure l’entrada al cicle cel·lular.  
Per altra banda, la unió del lligand al receptor també provoca l’activació de la via de les proteïnes MAPK 
(quinases activades per mitògens). Aquesta activació s’aconsegueix per la interacció amb proteïnes 
adaptadores i quinases que acaben fosforilant a Erk1/2. L’activació de la ruta Ras/Raf i de la Pi3K és un 
requisit essencial per la mitogènesi de la majoria de cèl·lules de mamífers. L’especificitat estímul-resposta 
és atribuïble en gran part al patró d’expressió dels receptors, però existeixen altres mecanismes 
desconeguts. Tot i així, cada vegada es veu més clar que l’associació preferencial amb substrats que 
senyalitzen de forma directa tenen un paper important en la determinació de l’efecte biològic de la unió 
del lligand a Insr o a Igf1r.  
 
Figura 13. Representació esquemàtica de la via principal de senyalització de Insr/Igf1r. La unió del lligand promourà l’activació de 
la quinasa PI3K la qual fosforilarà i activarà a Akt. Akt fosforilarà i inhibirà l’activitat de Gsk3 promovent i activant el metabolisme 
de la glucosa i FoxO1 permetent la proliferació de la cèl·lula β, mentre que promourà l’activació de mTOR activant la síntesi 
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El receptor de la insulina 
El receptor de la insulina humà està codificat per un gen de 22 exons que comprèn 120 kb localitzat en el 
cromosoma 19 i en el cromosoma 8 de ratolins. Existeixen dues isoformes que difereixen en la inclusió 
(Insr-B) o exclusió (Insr-A) de l’exó 11, resultat del processament alternatiu de l’mRNA complet. Les 
seqüències involucrades en la regulació del processament del receptor d’insulina no es coneixen en 
detall. Tot i així hi ha alguns factors de splicing o processament que regulen el balanç entre les dues 
isoformes. Per una banda, Srsf1 i Srsf3, prèviament coneguts com a SRp20 i SF2/ASF respectivament, 
s’uneixen a les zones exòniques potenciadores de processament (exonic splicing enhancers), Mbnl1 
s’uneix a les zones intròniques de processament potenciadores (intronic splicing enhancers) i RBM4 
s’uneix a zones riques en CG de l’exó 11 promovent un augment en els nivells de la isoforma Insr-B. Per 
altra banda, CUG-BP1 (CELF1/Elav1) promou l’exclusió de l’exó 11 unint-se a exons i introns silenciadors 
(Fig. 14). El balanç relatiu entre els diferents factors de splicing en els diferents tipus cel·lulars 
determinaran el grau d’inclusió de l’exó, i per tant els nivells d’expressió de cada variant156. Recentment 
s’ha demostrat que la insulina regula de manera positiva la isoforma B en cèl·lules MIN6, en illots humans 
i també en rosegadors a través de l’augment en els nivells d’expressió gènica de Srsf1 dependent de 
l’activació de la via de senyalització Ras/Raf/Mek/Erk. També, les tècniques de purificació RNA-affinity i 
espectrometria de masses, han permès descobrir altres factors reguladors que promouen la inclusió de 
l’exó 11 (hnRNP F) i també la seva exclusió (hnRNP A1)157. Així doncs, l’expressió relativa de les 
isoformes consta d’una xarxa de components molt complexa que depèn del tipus cel·lular, de l’estat de 
desenvolupament, l’edat i diferents estats de malaltia158.  
 
 
Figura 14. Esquema de la regulació del processament alternatiu del receptor de la insulina. Es mostren les seqüències Insr que 
codifiquen pels exons 10, 11 i 12 i pels introns 10 i 11.  (A) Alguns factors de splicing regulen la inclusió de l’exó 11: SRp20 i 
SF2/ASF (s’uneixen a ESE=Exonic Splicing Enhancer), RBM4 (s’uneix a zones riques en GC), i Mbnl1 (s’uneix a ISE= Intronic 
Splicing Enhancer), promovent l’expressió diferencial de Insr-B. (B) Factors que regulen lnsr-A: Cugbp1 i hnRNP (s’uneixen a 
ESS= Exonic Splicing Silencer i ISS= Intronic Splicing Silencer) promovent l’exlcusió de l’exó 11. Imatge modificada de Belfiore et 
al159. 
 
Insr-A i Insr-B exhibeixen diferències en perfils d’expressió, en l’afinitat pels lligands, en la capacitat 
d’activació de la via i en l’impacte sobre diferents funcions cel·lulars. Insr-A és rellevant durant 
l’embriogènesi i el desenvolupament fetal on potencia els efectes de Igf2, tot i així aquesta isoforma 
també s’expressa en teixits adults de manera ubiqua, però especialment en tipus cel·lulars que no són 
dianes dels efectes metabòlics de la insulina on exerceix majoritàriament la regulació de creixement i 
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supervivència160. Insr-A presenta una internalització i temps de reciclatge més ràpid, així com una menor 
capacitat de l’activitat tirosina quinasa. Igf1 també s’uneix amb gran afinitat a Insr-A però no tant elevada 
com és el cas de Igf2. Per altra banda, Insr-B s’expressa majoritàriament en l’etapa adulta en teixits ben 
diferenciats incloent les cèl·lules β del pàncrees, el fetge, el múscul, el teixit adipós, el ronyó, sent tots ells 
teixits diana del metabolisme de la insulina. No obstant, la majoria d’estudis del receptor de la insulina no 
han tingut en compte les diferents característiques funcionals de cada variant podent tenir efectes 
semblants depenent del context cel·lular i de desenvolupament en el que es trobin161.  La insulina s’uneix 
amb alta afinitat a Insr-A i Insr-B però només s’uneix a Igf1r a nivells suprafisiològics ja que presenta una 
afinitat de 100 a 1000 vegades inferior que Igf1. L’Igf1 s’uneix amb alta afinitat a Igf1r i amb una afinitat 
unes 100 vegades inferior a la insulina a Insr. Igf2 s’uneix a Igf1r amb menor afinitat que Igf1, no obstant 
aquets lligand s’uneix amb molta afinitat a Insr-A només lleugerament inferior a la insulina161 (Fig. 15). 
Les funcions específiques de cada isoforma del Insr a la cèl·lula β no estan ben establertes. La generació 
de línies cel·lulars β immortalitzades sense Insr procedents d’animals transgènics Insrf/f (InsrLoxP)162 ha 
permés discernir els efectes biològics associats a cada isoforma del receptor mitjançat la  sobreexpressió 
específica de Insr-A o Insr-B en aquest model cel·lular163. Els resultats demostren que les cèl.lules β que 
sobreexpressen Insr-A són més sensibles als efectes mitogènics induïts per Igf1 en comparació amb 
aquelles que sobreexpressen Insr-B163. No obstant,  Igf1 té una baixa afinitat per aquest receptor ja que 
principalment funciona a través d’un mecanisme Insr-A/Irs-1/2/Akt/mTORC1/p70S6K. Mentre que Igf1 
senyalitza a través d’Akt i p70S6K en les cèl·lules β-Insr-A, les cèl·lules que sobreexpressen Insr-B 
segueixen la senyalització Erk1/2 en resposta a l’estimulació amb el lligand. En cèl·lules β de ratolí, Insr-A 
s’associa amb un augment en Glut1 i Glut2 afavorint la disponibilitat de glucosa i la seva senyalització per 
promoure la proliferació de la cèl·lula β163. Per altra banda, s’ha demostrat que la insulina activa la 
transcripció del seu propi gen Ins a través de la senyalització per Insr-A, mentre que promou la 
transcripció del gen Gck a través de la via que funciona per Insr-B en les cèl·lules β164. L’expressió 
aberrant de Insr-A afavoreix la resistència a teràpies anti-tumorals per diferents mecanismes que encara 
no es coneixen160. El desequilibri del balanç entre Insr-A/Insr-B s’ha relacionat amb el desenvolupament 
de resistència a la insulina en pacients amb distròfia miotònica i també en pacients que presenten 
resistència a la insulina  amb DM2165. Tot i la rellevància de la biologia i el coneixement dels mecanismes 
d’aquest receptor en la cèl·lula β, el que determina l’abundància relativa de les diferents variants i el paper 
que juguen en la supervivència de la cèl•lula β tampoc es coneixen. 
En humans, les concentracions d’insulina i proinsulina es troben altament correlacionades amb el pes al 
naixement, l’alçada i la circumferència del cap166. La proinsulina generalment és considerada inactiva per 
la seva baixa activitat metabòlica i per la seva baixa afinitat pel receptor de la insulina i l’Igf1r quan ha 
sigut estudiada en hepatòcits i adipòcits. No obstant, la prohormona exerceix de reguladora durant el 
desenvolupament embrionari en rosegadors però els receptors a través dels quals porta a terme els seus 
efectes biològics són poc coneguts fins el moment. Malaguarnera et al. mostren com la proinsulina s’uneix 
i activa el receptor Insr-A amb una afinitat més elevada que no pas per Insr-B, induïnt d’aquesta manera 
l’estimulació de la proliferació i migració de la cèl·lula β tot i tenir uns efectes metabòlics baixos167. No 
obstant, hi ha molts pocs treballs que caracteritzin els efectes específics de la proinsulina en la cèl·lula β 
així com en els receptors sobre els que actua. 
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Figura 15. Representació esquemàtica dels diferents tipus de receptors simples i híbrids de la via de la Insulina/IGF i les diferents 
afinitats pels lligands (Igf1, Igf2, Insulina i Proinsulina). Imatge modificada de Pollak M. et al168. 
 
Conseqüències biològiques de la senyalització Igf1/Insulina 
Els efectes de la insulina in vivo són predominantment metabòlics i engloben la utilització de proteïnes, 
lípids i carbohidrats per part del múscul, el fetge i el teixit adipós. Per altra banda, els Igfs actuen 
principalment com a factors mitogènics i antiapoptòtics, promovent la diferenciació i la proliferació de 
diferents tipus cel·lulars.  
Les accions proproliferatives conegudes dels Igfs són en gran part el resultat dels seus efectes sobre la 
progressió del cicle cel·lular a través de canvis en els nivells de transcripció, la traducció i les 
modificacions post-traduccionals d’efectors de cicle, incloent ciclines i les quinases dependents de ciclines 
així com dels seus inhibidors169. Els Igfs poden influir en diversos punts de la progressió del cicle cel·lular 
però el seu paper principal se situa en la trancisió G1-S a través de la senyalització Pi3K/Akt i Erk1/2170. 
Aquests efecte és crucial pel desenvolupament natural del fetus durant el període postnatal i en la 
pubertat pel desenvolupament dels ossos, la pell i els músculs i en pràcticament tots els òrgans de 
l’organisme, mentre que en l’etapa adulta aquests components juguen un paper molt important en la 
regeneració i la remodelació tissular. No obstant, els seus potents efectes mitogènics també es 
converteixen en objectiu per teràpies contra el càncer. Nombrosos estudis han demostrat que la inhibició 
de la senyalització d’Igf1 bloqueja la proliferació de cèl·lules tumorals in vitro i el creixement de tumor in 
vivo171. Les senyals de supervivència enviades a través de Igf1r protegeixen les cèl·lules dels estímuls 
apoptòtics, sent les vies PI3K/Akt i Ras/MAPK les principals implicades en aquesta senyalització.  
Es coneix que la pròpia insulina regula de manera positiva la proliferació de la cèl·lula β de manera 
autocrina a través del seu receptor però no es coneixen els mecanismes tan en detall com en el cas dels 
Igfs, així com tampoc quins són els reguladors negatius d’aquesta via. No obstant, en els últims temps hi 
hagut interès en estudiar l’antagoinsme/agonisme del receptor 1 de canabinoide (CB1R) en l’acció de la 
insulina en teixits sensibles a la hormona. L’expressió d’aquests receptors i la seva funció en els illots 
pancreàtics no està ben establerta. Kim W. et al demostra la detecció de nivells endògens de 
cannabinoides en la cèl·lula β, així com l’expressió del seu receptor CB1R, el qual s’activa amb la unió del 
lligand. El bloqueig genètic i farmacològic de CB1R  produeix un augment en la senyalització del receptor 
de insulina a través de Irs2/Akt promovent un augment en la proliferació i en la massa cel·lular β. 
L’antagonisme de CB1R en ratolins db/db disminueix els nivells de glucosa en sang i també augmenta la 
proliferació i massa cel·lular amb la inducció de la senyalització a través de Insr. És més, l’activació de 
CB1R  inhibeix l’activació de la via per insulina, inhibint l’autofosforilació del receptor en la cèl·lula β a 
través de la via Giα-dependent155. Un altre regulador negatiu conegut de la via de la insulina és PTP1B 
(tirosina fosfatasa 1B). Illots isolats de ratolins deficients per PTP1B mostren un increment en la 
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proliferació i apoptosi involucrant proteïnes com STAT3, Akt, Erk1/2 i p53, així com un augment en la 
GSIS. És més, aquests animals tenen una àrea fraccional de cèl·lula β major en comparació amb el grup 
control172. 
La via Igf1/Insulina en la regulació de la massa cel·lular β 
La via de la Igf1/Insulina és una de les senyalitzacions més conegudes implicades en la regulació de la 
plasticitat de la massa cel·lular β. Dècades enrere s’havia demostrat el paper de la insulina en el 
creixement de la cèl·lula β173, mentre que a Igf1 se l’hi atribuïa tenir un paper més rellevant en la regulació 
de la diferenciació cel·lular174,175.   
En els últims anys ha estat difícil discernir el paper individual de la insulina versus  la pròpia glucosa. 
Nivells elevats de glucosa en sang que porten a un augment en els nivells d’insulina, podrien ser els 
principals inductors de l’expansió de la massa cel·lular β en resposta a la hiperglucèmia. Hi ha varis 
estudis que demostren que la pròpia glucosa, en comptes de la insulina, és crítica per l’estimulació del 
creixement de l’illot. Els primers estudis amb animals transgènics generats per estudiar aquesta via de 
senyalització eren deficients pels gens Ins1-/- i Ins2-/-. Aquests ratolins exhibien un retard fetal en el 
creixement i una mortalitat neonatal associada a una cetoacidosi diabètica176.  Però sorprenentment, 
l’àrea dels illots dels nonats es trobava augmentada, un patró també present en animals adults deficients 
per un dels dos gens Ins1-/- o Ins2-/-177.  Encara que aquests resultats no puguin excloure la clara 
contribució de la via Igf1 a través de Insr, es demostra que la insulina per ella mateixa no és 
indispensable per l’expansió de la massa cel·lular β en l’etapa del desenvolupament embrionari. No 
obstant, la importància relativa de la glucosa versus la insulina és un tema que queda en debat  ja que el 
seu paper en la regulació de l’expansió de la massa cel·lular β no es pot tractar de manera independent. 
La glucosa i la via de Igf1/Insulina actuen de manera conjunta ja sigui per portar a terme una resposta 
fisiològica o bé per potenciar-la i donar lloc a un estímul sinèrgic en el creixement cel·lular β en una 
situació de demanda de insulina. Totes aquestes evidències científiques posen en manifest que els 
factors de creixement, la insulina, les incretines i la pròpia glucosa convergeixen en l’activació de la via de 
senyalització PI3K/Irs2/Akt per tal de regular la massa cel·lular β.  
El model transgènic deficient per Insr específic de cèl·lula β (βIRKO) exhibeix una intolerància 
progressiva a la glucosa, que ve acompanyada de defectes en la primera fase de secreció de insulina173. 
Seguidament es va demostrar que tan els animals βIRKO hiperglucèmics com els que no ho són, 
presenten una reducció significativa en la massa cel·lular β i en el nombre d’illots, confirmant la 
rellevància d’aquesta senyalització inclús en absència de nivells elevats de glucosa en sang. A més, la 
deficiència de Insr porta a una reducció contingut d’insulina178. Per altra banda, el model animal sistèmic 
deficient per Igf1r (PIGF1RKO) exhibeix una reducció en l’àrea de l’illot pancreàtic en l’etapa final del 
desenvolupament embrionari i a P0.5 ja que presenta una letalitat postnatal molt temprana amb un dèficit 
de creixement molt evident179. En canvi,  l’ablació de Igf1r en cèl·lula β (βIGF1RKO) no té efecte sobre la 
massa cel·lular β, així com tampoc en el contingut de insulina dels illots, suggerint un paper dominant de 
la insulina en la senyalització Igf1/Insulina en l’estimulació de l’expansió postnatal de la cèl·lula β i 
descartant una funció crítica de Igf1 en aquest procés175. En línia amb aquests resultats, la 
sobreexpressió transgènica de la proteïna recombinant humana Igf1 en ratolins tampoc demostra tenir 
cap efecte sobre la massa cel·lular β180. No obstant, el model de ratolí gen anul·lat doble per Insr i Igf1r 
(βIRKO/βIGF1RKO) en cèl·lula β desenvolupa una diabetis més temprana que en els models animals 
anteriors, juntament amb un augment en els  nivells de mort cel·lular i una reducció de la massa cel·lular 
β evident des de p14, una etapa en la que els ratolins βIRKO encara tenen una massa normal. Aquest 
resultat suggereix un funció diferencial de la senyalització  Igf1r depenent del seu context en la regulació 
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de la massa β o bé, un paper addicional en la toxicitat de glucosa imposada pel defecte en la 
senyalització Igf1r181.  
La disrupció genètica d’altres components de la via de senyalització de Igf1/Insulina situats sota els 
receptors també s’ha estudiat que altera la massa cel·lular β. Per exemple, la deficiència global de Irs2, 
però no de Irs1, resulta en una alteració en l’expansió β neonatal, abans de l’aparició de la resistència 
perifèrica a la insulina, així com un defecte en l’adaptació de la cèl·lula β en resposta a la pèrdua de 
sensibilitat a la insulina i un augment en els nivells d’apoptosi182. Pel que fa a Akt, la reducció del 80% en 
la seva activitat produeix un defecte clar en la secreció de insulina183. També s’ha avaluat el seu paper en 
diferents models animals deficients per les isoformes de la quinasa183. Els animals deficients per Akt 1-/- 
exhibeixen una hipotròfia placentària, retard en el creixement i una reducció en el pes corporal, mentre 
que els Akt 2-/- desenvolupen intolerància a la glucosa i resistència a la insulina i finalment, els animals 
deficients per Akt 3-/- exhibeixen una reducció en la mida del cervell. Aquests resultats suggereixen que 
Akt 2 és la isoforma més rellevant en la modulació de la sensibilitat a insulina i el metabolisme de la 
glucosa. No obstant, l’impacte específic en la massa i funcionalitat de cada isoforma d’Akt en la cèl·lula β 
queda pendent d’elucidar. Contràriament, la sobreexpressió constitutiva d’Akt en ratolins transgènics 
resulta en un augmenta en la proliferació i massa cel·lular β, juntament amb un augment en els nivells de 
neogènesi i en la mida cel·lular β81,184. Aquests efectes semblen ser dependents de cdk4 promovent la 
inducció de l’expressió de Ccnd1, Ccnd2 i l’inhibidor de cicle Cdkn1a185 .  
A nivell fisiològic, la inactivació de la quinasa Akt ve donada per la fosfatasa PTEN (homòleg de la tensina 
i la fosfatasa). La deleció de la fosfatasa en cèl·lula β millora la tolerància a la glucosa i augmenta la 
proliferació de la cèl·lula β i promovent l’activació de la senyalització d’Akt, TSC/mTOR i S6K. No obstant, 
aquests estudis s’han realitzat utilitzant Ins2Cre, aleshores també s’observen efectes secundaris a teixits 
perifèrics degut a la ubiqüitat del promotor186. Per altra banda, l’ablació específica en cèl·lula β de PDK1, 
la serina/treonina quinasa que fosforila i activa a Akt resulta en l’aparició de diabetis associada a una 
disminució en la densitat i mida dels illots187. L’ús de la quinasa Akt com a ús terapèutic presenta el risc 
d’induir transformació oncogènica per la seva gran capacitat de promoure la proliferació cel·lular. La 
millora en el coneixement d’aquestes senyalitzacions permetrà desenvolupar nous fàrmacs que es puguin 
utilitzar per expandir la massa cel·lular β in vitro i in vivo, com a teràpia alternativa de la diabetis. Tots 
aquests estudis en models animals confirmen la rellevància de la senyalització de la insulina i, no tant de 
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Tal i com hem mencionat anteriorment, FoxO1, Gsk3β i TSC2/mTOR són dianes principals d’Akt que 




Figura 16. Les vies de senyalització PI3K/Akt i Ras/Raf/Mek/Erk. Existeix una connexió important entre aquestes dues vies de 
senyalització on diferents receptors tirosina quinasa (RTK) poden intervenir. L’activació del receptor per unió del lligand insulina o 
Igf1 promou l’autofosforilació de les cadenes β  permetent la unió en els llocs d’adaptació de Irs1, Irs2 i Shc. La unió de Irs1 i Irs2 
resulta en l’activació de PI3K que catalitza la transformació de PIP2 a PIP3. Aquesta reacció recluta Akt a la membrana 
plasmàtica la qual serà fosforilada i activada per acció de PDK1 i mTORC2. L’activació d’Akt indueix la regulació d’un gran 
nombre de senyalitzacions, incloent l’activació del complexa mTORC1 promovent un augment en la síntesi proteica i creixement 
cel·lular, la inhibició de Gsk3β, i l’augment de la proliferació i supervivència per activació o inhibició de d’efectors claus com és 
FoxO1, p27, BAD i Bcl-2. Per altra banda, la unió de Shc al receptor promou l’estimulació de la via Ras/MAPK, la qual també 
promou la proliferació de la cèl·lula β. L’activació de Ras també pot activar-se directament pels receptors PDGFR (platelet-
derived growth factor receptor) i altres RTKs activant dues cascades principals: la pro-proliferativa Raf/Mek/Erk o la anti-
proliferativa Rassf1a. La Menina determina els efectes de la proliferació inhibint la via pro-proliferativa de la senyalització. Imatge 
adaptada de Zha et al 188. 
  
La sobreexpressió de FoxO1 de manera constitutiva en cèl·lula βmostra el seu paper  en la proliferació i 
efectes de supervivència189. Per altra banda, la sobreexpressió de Gsk3β en cèl·lula β indueix intolerància 
a la glucosa i una reducció en la proliferació i massa cel·lular β associada a una disminució en els nivells 
d’expressió de Ccnd1 i del factor de transcripció Pdx1. No obstant, els mecanismes implicats en la 
modulació de la massa cel·lular per Gsk3β no estan del tot elucidats190. Els nutrients i els factors de 
creixement regulen l’activitat de mTOR a través dels complexes Tsc1 i 2 (tuberous sclerosis complex 1 i 
2), així com de proteïnes G petites Ras (Rheb). En mamífers TOR es troba en dos complexes diferents: 
mTORC1 (mTOR i Raptor) i mTORC2 (mTOR i Rictor) , sent el primer sensible a rapamicina. La 
senyalització d’Akt sobre mTORC1 regula el creixement cel·lular (mida cel·lular), la proliferació (nombre 
de cèl·lules) i el metabolisme de la glucosa modulant directament la funció de  4E-BP1/2 i S6K1/2 , i 
indirectament atenuant la senyalització d’Akt a través d’un loop de retroalimentació negativa de 
mTORC1/S6K191. La principal funció 4E-BP1/2 és actuar com a repressor de la traducció proteica mentre 
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que S6K1/2, que promou l’activació de la proteïna ribosomal S6 de la subunitat 40S, regula principalment 
el creixement cel·lular en mida i nombre.  
Ratolins deficients per S6K exhibeixen una reducció en la massa cel·lular β, hipoinsulinèmia i intolerància 
a la glucosa192. mTORC1 regula la progressió del cicle cel·lular en la cèl·lula β a través de la regulació 
dels nivells de Ccnd2 i Ccnd3, així com de l’activitat del complexa Cdk4/ciclina D. La deficiència de Rictor 
en cèl·lula β té com a conseqüència una lleugera hiperglucèmia i l’aparició d’intolerància a la glucosa 
causada per una reducció en la massa cel·lular β, la proliferació, el contingut de insulina i la secreció de 
insulina estimulada per glucosa. A més a més, aquests illots gen anul·lat presenten uns nivells d’activació 
menors d’Akt i un augment en els nivells proteics de FoxO1193. La importància d’aquesta via en la 
regulació de la proliferació de la cèl·lula β també s’ha demostrat en ratolins que tenen inhibit  mTORC1 
per rapamicina i que exhibeixen un bloqueig en la inducció de la proliferació induïda per la fosforilació 
d’Akt. Aquest efecte antiproliferatiu s’associa principalment a una alteració en la síntesi i estabilitat de la 
ciclina D2194. Estudis recents demostren el paper de mTORC2 en la regulació de la funció i massa 
cel·lular β. mTORC2, un component clau en la senyalització del receptor del factor de creixement, es 
troba disminuït sota condicions diabetogèniques en les cèl·lules β, així com en illots de pacients amb 
DM2. La inactivació específica en cèl·lula β mTORC2 resulta en l’aparició de intolerància a la glucosa i 
diabetis relacionat directament amb una reducció en la massa cel·lular β, la proliferació i amb una GSIS 
alterada. Aquest resultat demostra la participació d’aquest complexe en el manteniment de l’homeòstasi 
de la glucosa, particularment pel manteniment d’una resposta compensatòria adequada de la cèl·lula β en 
presència de nutrients i d’una demanda metabòlica195. 
La inducció de l’activació de dianes inhibides per Akt en la senyalització per insulina com són FoxO1 i 
Gsk3β i la deleció d’aquelles que són activades, com és S6K, tenen un impacte negatiu sobre l’expansió 
de la massa cel·lular β. Tots aquests estudis demostren clarament que la via de senyalització 
Irs2/Pi3K/Akt juga un paper crític en la regulació de la massa i funcionalitat de la cèl·lula β, tenint com a 
protagonistes de la senyalització FoxO1, GSK3β i Tsc2/mTOR. Tot i així, els mecanismes moleculars 
específics responsables de les alteracions en la proliferació i apoptosi intervinguts per diferents dianes de 
la part inferior de la via de senyalització encara no han sigut completament caracteritzats.  
Finalment, la via de senyalització de les MAPKs també té un paper central en la regulació de la 
proliferació de la cèl·lula β a través de l’activació seqüencial de les proteïnes Ras/Raf/Mek/Erk. La 
cascada de senyalització també és iniciada per l’activació de receptors amb activitat tirosina quinasa com 
la insulina i l’Igf1. No obstant, hi ha un gran nombre de mitògens que indueixen la seva activació en la 
cèl·lula β, com són els lligands PDGF, proteïnes de la família EGF, i la prolactina. A la part inferior de la 
via, quan Erk esdevé fosforilat pot promoure l’activació d’altres quinases o bé translocar cap el nucli per 
tal de promoure la transcripció de factors proproliferatius com són c-Jun, c-Myc i c-Fos. No obstant, un 
estudi amb un model de ratolí deficient per la senyalització K-Ras exhibeix un augment en la massa 
cel·lular β196 mostrant un paper antiproliferatiu de la senyalització MAPK intervingut per la senyalització 
Rassf1a. El balanç entre efectes pro- o anti-proliferatius derivats de l’activació de Ras venen determinats 
per l’activitat de la menina196, una proteïna que bloqueja la senyalització pro-proliferativa d’Erk afavorint la 
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CONNEXIÓ ENTRE L’AMPc I LA VIA IGF1/INSULINA 
Les vies de transducció de senyal que participen en els diferents processos de funcionalitat cel·lular i que 
donen lloc a respostes intracel·lulars són molt complexes. En la majoria de casos existeix una 
intercomunicació entre diferents vies que comparteixen efectors i mediadors cel·lulars per tal d’establir les 
connexions a diferents nivells de la senyalització. Aquest fet dóna lloc a xarxes de senyalització altament 
complexes en les que, en ocasions, és complicat aïllar i poder elucidar els mecanismes i components 
característics d’una via en particular.    
Anàlisis comparatius de transcriptòmica demostren que l’expressió gènica de Igf1r es troba fortament 
reduïda en els illots isolats d’animals amb delecció específica dels receptors de Glp1 i de Gip a la cèl·lula 
β110 suggerint l’existència d’una connexió entre les vies de incretines-GPCR-Gs i Igf1/Insulina. En aquesta 
mateixa línia, Cornu et al. mostren que Glp1 disminueix els nivells d’apoptosi de la cèl·lula β a través de 
l’activació de la senyalització Igf1r/Akt de manera dependent a un augment en els nivells de la secreció de 
Igf2 per la cèl·lula β110. Un any més tard, el mateix grup  estudia en més profunditat com Glp1r indueix la 
transcripció de Igf1r a través del loop autocrí Igf2/Igf1r millorant la tolerància a la glucosa i augmentant la 
proliferació de la cèl·lula β. En aquest treball s’observa que l’augment moderat en els nivells d’AMPc 
induïts per Glp1 incrementen l’expressió gènica de Igf1r a través d’un mecanisme dependent de PKA, 
mentre que un augment més agut en els nivells del segon missatger incubant amb IBMX (3-isobutil-1-
metilxantina), un inhibidor competitiu no específic de PDE, promou un increment en la transcripció i també 
en la traducció de Igf1r. Per tant, conclouen que la regulació del nombre i funcionalitat de la cèl·lula β en 
resposta a Glp1 és depenent de la via AMPc/PKA i ve mediada per l’activitat del loop autocrí Igf2/Igf1r197. 
Per altra banda, la sobreexpressió de Glp1r humà en ratolins deficients pel receptor tan en cèl·lula β com 
en el ductes pancreàtics, recupera l’homeòstasi de la glucosa i l’estimulació per AMPc promovent la 
fosforilació d’Akt en illots aïllats198. És més, en presència de glucosa, l’exendina-4 estimula la replicació de 
les cèl·lules β a través de l’activació del loop autocrí o paracrí d’Igf1r que indueix  S6K1 per l’activació 
dependent d’Akt i el complexa mTORC185. 
Un altre punt d'interacció entre les vies Gs-cAMP i Igf1/Insulina és a nivell del factor de transcripció Creb. 
A banda de la glucosa i els lligands dels GPCRs, la via de senyalització Igf1/Insulina també ha demostrat 









Figura 17. Esquema general sobre la regulació del factor de transcripció Creb en la cèl·lula β a través de la via GPCR-
AMPc/PKA i la via d’Igf1/Insulina, així com la seva intercomunicació.  
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En el 2002, Liu et al. va demostrar que Igf1 fosforila i augmenta l’activació transcripcional de Creb a 
través de la cascada d’activació Erk1/2 en la línia cel·lular β INS-1 de manera ràpida i transitòria 199. No 
obstant, són necessaris estudis que identifiquin el paper de la senyalització Erk1/2/Creb promoguda per 
Igf1 en la cèl·lula β, així com determinar si l’activitat transcripcional i l’especificitat  de Creb també són 
controlats per proteïnes associades que podrien estar regulades per Igf1. Tal i com hem comentat 
anteriorment, la glucosa i Glp1 convergeixen en l’activació de Creb portant a un augment en els nivells de 
transcripció de Irs2 i Igf1r. Això, a la vegada, activa la via de Igf1r afavorint la fosforilació d’Akt/PKB en 
resposta a Igf1 a la cèl·lula β 115. A més, l’augment en els nivells del segon missatger AMPc per activació 
de GPCR-Gs promou la secreció d’insulina la qual s’unirà al seu receptor Insr quan surti a l’espai 
extracel·lular activant la via de senyalització Igf1/insulina 200.  
En conjunt, aquests estudis demostren l’existència d’una estreta connexió entre la via de l’AMPc i la via 




































































Aquesta tesi té com a objectiu general investigar el paper de la via de transducció de senyal regulada per 
Gs/AMPc en l'establiment de la massa cel·lular β pancreàtica.  Amb aquesta finalitat, hem caracteritzat el 
model murí deficient per la subunitat a de la proteïna Gsα específic de cèl·lula β (β-Gsα KO).  
Els objectius específics són: 
 Caracteritzar fenotípicament els animals β-Gsα KO. 
 
 Identificar les alteracions moleculars dels illots β-Gsα KO implicades en el fenotip descrit en el 
primer objectiu. 
 
 Establir la contribució de la connexió de les vies Gs/AMPc i Igf1/Insulina en el fenotip dels 
ratolins β-Gsα KO descrit en objectius anteriors. 
 
 
Els resultats derivats d’aquesta tesi permetran aprofundir sobre els mecanismes moleculars que 
participen en l’expansió i plasticitat de la massa cel·lular β els quals serviran per  identificar noves dianes 




































































Tots els animals utilitzats en aquesta tesi s’han mantingut a l’estabulari de la Facultat de Medicina de la 
Universitat de Barcelona (UB). Els protocols s’han realitzat seguint les normes de manipulació d’animals 
d’experimentació prèviament autoritzats pel comitè ètic d’experimentació animal de la Universitat de 
Barcelona. Els ratolins emprats han sigut mascles i femelles si es tractaven d’edats menors a les quatre 
setmanes de vida (p28) o bé només mascles si es tractava d’animals adults. Els animals s’han mantingut 
en habitacions amb cicles de 12/12 h claror/foscor en un ambient de temperatura i humitat controlats  sota 
condicions específiques lliures de patògens. Els ratolins han sigut alimentats ad libitum amb una dieta de 
pinso stàndard (tipus AO4, Panlab, Barcelona, Espanya). L’accés a l’aiguda de beguda ha sigut lliure 
durant tot el procés experimental. 
o Gnas f/f 
Lee S. Weinstein et al. (Metabolic Diseases Branch and Mouse Metabolism Core Laboratory, NIDDK, NIH, 
Bethesda, Maryland, USA) va generar l’animal transgènic portador de l’alel condicional floxejat del gen 
Gnas (Gnastm1Lsw). Els llocs loxp es troben flanquejant l’exó 1 d’aquest gen. El mètode emprat per 
l’elaboració d’aquest model animal es basa en la tècnica d’enginyeria cromosòmica de l’any 2001 
anomenada “Recombineering” 201. Mitjançant aquest mètode s’introdueixen els llocs loxP i les marques de 
selecció positiva i negativa dins d’un plàsmid d’alta còpia per recombinació homòloga que conté 
prèviament clonada la seqüència que es vol silenciar. Llavors, la zona del plàsmid que conté el material 
d’interès s’escindeix i es transforma al locus gènic corresponent de les cèl·lules mare. Aquelles cèl·lules 
que hagin introduït la regió d’interès, podran ser seleccionades i es tirarà endavant amb el naixement de 
ratolins portadors de l’al·lel condicional en qüestió.  
o Ins2Cre  
Aquests animals expressen la recombinasa Cre amb una senyal de poliadenilació de l’hormona del 
creixement humana sota el control del promotor de la insulina de rata 2 (Ins2/Rip)202 el qual és actiu en les 
cèl·lules β i en les neurones de l’hipotàlem. S’estima la presència de 9 còpies del transgèn en el 
cromosoma 7 donant lloc a la duplicació de 17400 parells de bases (pb). Aquest model animal transgènic 
ha rebut diferents noms a la literatura científica: Ins2Cre, Ins-Cre, RIP2-cre, RIP2Cre, Rip-cre, RIPCre, 
[RIP]-Cre, RIP Cre, TgN(ins2-Cre)25Mgn.  
o Ins1Cre 
El model animal Ins1tm1.1(cre)Thor generat per Ferrer J. et al. és un model knockin que expressa la 
recombinasa Cre al codó d’inici del locus Ins1 seguit del casette de resistència a neomicina flanquejat per 
FRT, que substitueix la seqüència codificant de la insulina. La recombinació intervinguda per Flp elimina 
el casette flanquejat per FRT. L’avantatge principal d’aquest model transgènic respecte el Ins2Cre, és 
l’especificitat del promotor Ins1 a la cèl·lula β evitant possibles efectes secundaris de la delecció dels 
gens d’interès en altres teixits.  
o Rosa26 YFP/YFP 
Els animals transgènics Gt(ROSA)26Sortm1Hjf  contenen la proteïna fluorescent YFP (proteïna groga 
fluorescent) situada en el locus Rosa26. Aquesta YFP ve precedida per un codó d’aturada flanquejat per 
seqüències LoxP les quals seran escindides quan s’expressi la recombinasa Cre permetent l’emissió de 
la fluorescència de YFP.  





Els ratolins C57BL/6J adults s’han comprat de Charles River (Wilmington, MA, USA) d’edats compreses 
entre 8-10 setmanes.  
Obtenció del models animals 
En aquesta tesi per tal d’obtenir ratolins deficients per la subunitat Gs en cèl·lula β, hem creuat ratolins 
mascles Ins1Cre/+ Gnasf/+ amb femelles Gnasf/f, obtenint tres tipus de genotips diferents tal i com es 




Per la realització dels experiments hem seleccionat els animals control i β-Gsα KO. 
Per altra banda, per l’obtenció dels animals control i deficients per Gs en cèl·lula β  que expressin la 
proteïna fluorescent YFP, hem realitzat dos creuaments independents per generar cada un dels genotips. 
Per obtenir els animals control hem creuat mascles  Ins1Cre/+  Gnasf/+ amb femelles  Rosa26YFP/YFP 
seleccionant de les generacions obtingudes els ratolins Ins1Cre/+; Rosa26YFP/+ com a controls d’aquests 
experiments. Per obtenir els animals deficients per Gsα hem creuat mascles Ins1Cre/+  Gnasf/+ amb 
femelles Gnasf/f ; Rosa26YFP/YFP, seleccionant els animals Ins1Cre/+ Gnasf/f; Rosa26YFP/+, els quals 
anomenarem a partir d’ara β-GsαKO YFP. 
Genotipatge 
En primer lloc per tal de procedir a l’extracció del DNA genòmic i realitzar l’amplificació per PCR 
convencional, es prèn un tros de cua i es digereix submergint-la en 600 μl de NaOH a 100ºC al bloc 
tèrmic durant 10 minuts seguit de l’adició de 100μl del tampó TRIS 1M pH=8. Per l’amplificació per PCR 
s’agafa el sobrenedant el qual conté el DNA.  
Per tal de testar el genotip dels animals es realitzen dues amplificacions diferents. Per una banda la 
recombinasa (Ins1Cre) i per altra banda la dels al·lels floxejats del gen Gnas. Hem utilitzat 2 parells 
d’encebadors diferents i la barreja DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo Scientific): 
Cre F 5’-TGCCACGACCAAGTGACAGC-3’ 
Cre R 5’-CCAGGTTACGGATATAGTTC-3’ 
Gnas F 5’-CTGCCTCGGCAACAGTAAGA-3’ 





Ins1Cre +/- Gnasf/+ Heterozigot (Hzt) 
Ins1Cre +/- Gnasf/f β-Gsα KO 
Gnasf/f Control 
Gnasf/+ Control 
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El protocol que hem seguit per tal de genotipar els animals és el següent: 
 
Després de la PCR amb els encebadors corresponents, separem les bandes emprant un gel d’agarosa 
del 3% ja que volem separar bandes d’una mida inferiro a 200 parells de bases. Els gels d’agarosa 
permetent separar les amplificacions realitzades per PCR segons la seva mida, o els productes d’una 
digestió.  
 
EXTRACCIÓ I OBTENCIÓ DE FLUIDS I TEIXITS 
Determinació de la glicèmia, obtenció de plasma  
Abans del sacrifici dels animals en la seva edat corresponent (p0, p7, p14, p28 i adult) hem mesurat la 
glicèmia amb un glucòmetre (Glucocard, Arkray, Kyoto, Japan) d’una gota de sang provinent de la vena 
de la cua en animals dejunats (IpGTT, OGTT, GSIS) o alimentats (mesures de glucosa en sang en totes 
les edats estudiades). Les mostres de sang es recullen en Microvettes que contenen EDTA (Starstedt, 
Nümbrecht, Germany) i es centrifuguen durant 15 min a 3600rpm a 4ºC. Es recull el sobrenedant on hi 
haurà el plasma i es passa en un nou tub per congelar-ho  a -80ºC fins al moment de la utilització de la 
mostra per realitzar l’ELISA de mesura dels nivells d’insulina.  
 




Obtenció del pàncrees 
Tan per l’extracció de pàncrees sencer com per l’aïllament d’illots pancreàtics, els animals han sigut 
sacrificats per dislocació cervical. Els pàncrees sencers s’han extret, pesat, rentat amb una solució de 
PBS 1x (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) i fixats en formalina o PFA al 4% per ser inclosos 
posteriorment en parafina. Per l’obtenció dels illots, després d’injectar la solució de col·lagenasa pel 
colèdoc, s’extreu el pàncrees i es conserva en la mateixa solució de col·lagenasa que es manté en gel 
fins el següent pas de l’isolament d’illots. 
TESTS METABÒLICS 
Els tests metabòlics s’han realitzat en animals control i β-Gsα KO de 4 a 6 setmanes d’edat després d’un 
dejuni de 6 hores.  
Glicèmia i insulinèmia 
La glucèmia s’ha mesurat a la vena de la cua amb el  glucòmetre  (Glucocard, Arkray, Kyoto, Japan) en 
ratolins alimentats (insulinèmies i glucèmies aleatòries) o bé dejunats durant 6 hores (tests metabòlics). 
Les mostres de sang de ratolins alimentats (insulinèmies aleatòries) o bé dejunats durant 6 hores 
(insulinèmies dels tests metabòlics)  s’han recollit en tubs Microvettes que contenen EDTA (Starstedt, 
Nümbrecht, Alemanya) per tal de mesurar la insulina. Els tubs microvettes amb les mostres de sang 
corresponents s’han centrifugat (3500 rpm a 4ºC durant 20 minuts) i seguidament s’ha recollit el 
sobrenedant plasmàtic cap a un tub nou. Els plasmes s’han congelat a -20ºC fins el dia de la mesura 
d’insulina utilitzant el kit Ultra Sensitive Mouse Insulin ELISA Kit (Crystal Chem, Elk Grove Village, IL, 
USA). S’ha seguit el següent protocol: 
 
Test intraperitoneal de tolerància a la glucosa (IpGTT) 
Amb aquest test es valora principalment la capacitat del pàncrees a l’hora de secretar insulina després 
d’una estimulació amb glucosa, alhora que també la participació dels teixits perifèrics en la captació de 
glucosa en sang fins arribar als valors de normoglicèmia.  
Després de les 6 hores de dejuni,  hem injectat a nivell intraperitoneal D-glucosa (sèrum glucosat 
hipertònic al 40%, Frenesius Kabi, Barcelona, Espanya) a 2g/kg de pes de l’animal. Posteriorment, es fa 
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un petit tall a la cua de l’animal per tal d’extreure una gota de sang i mesurar la glucèmia amb el 
glucòmetre (Glucocard, Arkray, Kyoto, Japan)  en cada punt:  0-15-30-60-120 minuts després de la 
injecció de glucosa. De forma paral·lela a cada temps es recull el plasma dels animals per capil·laritat en 
un microvette-EDTA.  Es centrifuguen les mostres a 3500 rpm durant 15 minuts a 4ºC per separar els 
eritròcits, leucòcits i plaquetes. S’agafa el plasma i es guarda en un nou tub a -80ºC fins a la seva 
utilització. Amb el plasma que hem obtingut, mesurarem les insulinèmies utilitzant la tècnica ELISA. 
Test de secreció d’insulina estimulada per glucosa (GSIS)  
Amb aquest test es valora principalment la capacitat del pàncrees a l’hora de secretar insulina després 
d’una estimulació amb glucosa però d’una manera més aguda que en el cas anterior, ja que la dosi de D-
glucosa és de 3g/kg i es mesura la glicèmia amb el glucòmetre (Glucocard, Arkray, Kyoto, Japan)   a 0- 2- 
5-20 minuts després de l’injecció intraperitoneal de glucosa. Les mostres de plasma s’utilitzaran per 
mesurar els nivells d’insulina en sang amb un ELISA.  
Test oral de tolerància a la glucosa (OGTT) 
Aquest test oral de tolerància a la glucosa consisteix en el mateix que l’IpGTT, només que en aquest cas 
l’administració de D-glucosa es per via oral a través d’una sonda gàstrica (gavage) que arriba fins 
l’estómac de l’animal sense tocar les vies respiratòries.  La dosi de glucosa que s’administra és de 2g/kg 
del pes de l’animal i es mesura la glucèmia amb el glucòmetre (Glucocard, Arkray, Kyoto, Japan)  i també 
es recull plasma als temps 0-15-30-60-120 minuts. Les mostres de plasma s’utilitzaran per mesurar els 
nivells d’insulina en sang amb un ELISA. 
Test de tolerància a la insulina (ITT) 
Per tal d’evaluar la resistència a la insulina, hem realitzat el test de tolerància a la insulina (ITT). Després 
de dejunar els animals durant 6 hores els hem pesat per tal de calcular la dosi de insulina per cada 
animal. Hem mesurat la glucèmia incial amb el glucòmetre (Glucocard, Arkray, Kyoto, Japan) de la vena 
de la cua. S’injecta al ratolí una dosi de 0,5U/kg del pes de l’animal d’una solució de 0,2 U/ml. La 
glucèmia es mesura a la vena de la cua amb el glucòmetre (Glucocard, Arkray, Kyoto, Japan) en els 
temps indicats després de l’injeció de insulina a 0-15-30-60-120 minuts. 
IMMUNOHISTOQUÍMICA  
Fixació, inclusió en parafina i microseccionament del pàncrees 
Un cop extret el pàncrees de l’animal, es fixa en PFA 4% (Paraformaldehid) durant una nit en teixits a 











Posteriorment es deshidrata el teixits en una bateria d’etanols i finalment es porta a terme la inclusió en 
parafina: 
 
Seguidament els teixit pancreàtic es secciona en talls molt fins que se situaran en un portaobjectes per tal 
de portar a terme les diferents tècniques de immunohistoquímica: 
 
Immunofluorescència en teixit integrat en parafina 
En primer lloc es desparafinitzen i rehidraten les mostres amb una bateria de xilols i etanols i seguidament 
es realitza la permeabilització del teixit: 




A continuació, per tal d’evitar unions inespecífiques del nostre anticòs primari a regions que no volem 
reconèixer, es realitza un bloqueig incubant les mostres durant 1 hora a temperatura ambient amb BSA 
(albúmina de sèrum boví) al 3% diluïda en PBS o bé en 3% de sèrum de camell i s’incuba amb els 
anticossos primaris corresponents: 
 
Els anticossos primaris i secundaris que s’han utilitzat són els següents: 
 
 





Per la detecció d’apoptosi o mort cel·lular  hem utilitzat el sistema DeadEnd Fluorometric de TUNEL 
(Promega, Madison, WI, USA): 
 
Microscopia i anàlisi 
Totes les preparacions s’han analitzat emprant un microscopi connectat a un sistema de digitalització i 
processament d’imatges, LEICA DMR (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanya). Amb la funció 
overlay, si el que es vol és captar imatges independents, per exemple, en el cas de les 
immunofluorescències de proliferació o TUNEL, o bé amb la funció multistep si es vol captar una sèrie 
ordenada d’imatges de la zona desitjada de la mostra per després acabar obtenint una imatge única 
(stack). 
Per la morfometria les imatges es capten a 20X i es mesura l’àrea insulina- o glucagó positiva amb el 
programa Image J en almenys 4 nivells (amb 120 μM de separació entre ells) en cada pàncrees. L’àrea 
fraccional s’ha calculat dividint l’àrea hormona-positiva per l’àrea total pancreàtica i multiplicant per 100 
(%). La massa β o α (mg) s’ha calculat multiplicant l’àrea fraccional per el pes total del pàncrees de 
l’animal. Per tal de conèixer la mida de la cèl·lula β hem dividit l’àrea insulina-positiva entre el nombre de 
cèl·lules insulina-positives.  
Per la quantificació de la proliferació i mort cel·lular (TUNEL) es capten les imatges a 40X. Hem analitzat 
com a mínim unes 3000 cèl·lules β de cada pàncrees que sol correspondre a 4 nivells. El nombre de 









L’extracció i isolament d’illots pancreàtics s’ha realitzat a diferents edats: p7, p14, p28 i en adults. . Per tal 
de portar a terme l’aïllament dels illots, hem portat a terme el següent protocol:  
 
Un cop hem pescat els illots  procedirem a fer un rentat amb HBSS, els centrigufarem i després d’eliminar 
el sobrenedant els podem utilitzar com a illots frescos isolats o bé com a illots per cultiu transferint-los en 
medi RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanya) suplementat amb 10% de FBS, 2 mM L-
Glutamina, 100 U/ml penicil·lina  i 100 μg/ml streptomicina, a 37ºC amb 5% CO2 . 
Els illots isolats frescos s’han utilitzat per: 
 
Els illots que s’han posat en cultiu O/N amb medi RPMI-1640 a 10% FBS 11 mM de glucosa després de 
l’isolament s’han  utilitzat per:  





Dissociació cel·lular dels illots per cultiu monocapa (DICS) 
En aquesta tesi apart de la realització d’experiments amb illots isolats isolats sencers, també hem 
dissociat illots per tal d’obtenir les cèl·lules en una monocapa, anomenades DICS. Després de 5-7 dies en 
cultiu per tal d’eliminar les cèl·lules mesenquimals del cultiu, hem rentat els els illots amb HBSS-BSA 1%. 
Per la dissociació dels illots hem seguit el següent protocol: 
 
Assaig de proliferació BrdU 
La proliferació de les DICS s’ha mesurat a través de l’incorporació de l’anàleg de timidina 
bromodeoxiuridina (BrdU)  a l’ADN sintetitzat de novo mitjançant la replicació de cèl·lules utilitzant la 
Proliferació Cel·lular Colorimètrica BrdU ELISA (Roche, Basel, Suïssa) en plaques de 384 pouets: 
 
 
Assaig de secreció d’insulina in vitro 
Els illots frescos isolats s’han utilitzat per realitzar l’assaig de secreció d’insulina in vitro.  Després del 
blanquejament dels illots durant 30 min amb HBKR a 2.8 mM de glucosa hem seguit el següent protocol:   





Medis de secreció 
o Solució I 
NaCl (Serva) ...................................................................................   2.68 g (460 mM) 
H2O ................................................................................................   100 ml 
o Solució II 
NaHCO3 (Serva) ...............................................................................  0.806 g (96 mM) 
KCl (Merck) ......................................................................................  0.149 g (20 mM) 
MgCl2·6H2O (Sigma) ......................................................................... 0.0812 g (4 mM) 
H2O ................................................................................................... 100 ml 
o Solució III 
CaCl2·2H2O (Sigma) .......................................................................... 0.147 g (10 mM) 
H2O .................................................................................................. 100 ml 
o HEPES (4-(-2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonat sòdic) 1M 
HEPES-Na (Fluka) ............................................................................. 26.03 g (1 M) 
H2O .................................................................................................. 100 ml 
o Glucosa 1M 
D-(+)-Glucosa H2O (Merk) ............................................................... 1.981 g (1 M) 
H2O .................................................................................................. 10 ml 
 
Solució de secreció sense glucosa 
Solució I                                      25ml                                                                                                                                                                    
Solució II                                     25ml                                                 
Solució III         25ml                                             
HEPES 1M                                   2ml                                                            
BSA                                              0.5g                                         









Solució de secreció a 2.8 mM de glucosa:   
Solució de secreció sense glucosa          10 ml                                                                                                                                    
Glucosa 1 M                                              28 µl 
Solució de secreció a 11 mM de glucosa: 
Solució de secreció sense glucosa           10 ml                                                                                                                                    
Glucosa 1 M                                               110 µl         
Solució de secreció a 16.7 mM de glucosa:  
Solució de secreció sense glucosa           10ml                                                                                                                                    
Glucosa 1 M                                               167µl 
Solució de secreció a 11 mM de glucosa + Forskolina 2 µM:  
Solució de secreció sense glucosa            10 ml                                                                                                                                   
Glucosa 1 M                                                110 µl                                                                                                                                                 
Forskolina 10mM                                           2 µl                                   
Solució de secreció a 11 mM de glucosa + Exendina4 100 nM: 
Solució de secreció sense glucosa              10 ml                                                                                                                                    
Glucosa 1 M                                                  110 µl                                                                                                                                                 
Exendina 4 250 µM                                         25 µl 
 
Mesura dels nivells d’AMPc en illots isolats 
Per tal de valorar els nivells del segon missatger AMPc en illots de ratolí hem col·laborat amb al grup de 
recerca del Dr. Stephane Dalle (Montpellier). S’ha utilitzat el kit cAMP dynamic 2 (Cisbio, Parc Marcel 
Boiteux, Codolet, França). Es tracta d’un kit d’alta sensibilitat que quantifica de manera directa els nivells 
del segon missatger a través d’un principi basat amb la tecnologia HTRF (Homogenous Time-Resolved 
Fluorescence). Aquest kit funciona a través d’un immunoassaig competitiu entre l’AMPc produït per les 
cèl·lules residents i l’AMPc marcat. La senyal que s’observa en l’experiment és inversament proporcional 
a la concentració del missatger en la mostra. 
Un cop s’han isolat els illots pancreàtics es realitza una recuperació O/N amb medi RPMI-1640 que conté 
10% FBS i 11mM de glucosa. El dia següent, els illots s’incuben durant 1h 30 min  a 37ºC amb agitació 
suau  en la solució HBKR  a 2.8 mM de glucosa per procedir a fer el blanquejament. Per la mesura dels 
nivells basals d’AMPc, s’agafen directament aquests illots i es realitza el protocol del kit cAMP dynamic 2 
(Cisbio, Parc Marcel Boiteux, Codolet, França). Per la mesura de la producció d’AMPc en resposta a 
l’estimulaicó amb diferents components es posen 10 illots per cada condició (3 rèpliques) en la solució 
HBKR amb els secretagogs corresponents:  forskolina 1 μM (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) i 
exendina-4 20 nM  (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA)  amb IBMX  (isobutilmetilxantina 0.5 mM) (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA) en cada condició d’estimulació per tal d’evitar la degradació de l’AMPc 
produït.  
Després de la incubació amb els secretagogs es fan dos rentats amb solució HANKS sense BSA i 
s’afegeix  30 µl de tampó de lisis en cada tub. En aquest moment, es poden congelar els illots a -80ºC o 
bé començar el protocol per mesurar els nivells de AMPc: 




FACS en cèl·lules Ins1 Cre/+; Rosa26 YFP/+ d’illots dissociats  
Per tal d’obtenir cèl·lules β pures, s’han dissociat illots d’animals control (Ins1 Cre/+; Rosa26 YFP/+ ) i β-Gs
α KO YFP (Ins1 Cre/+ Gnasf/f; Rosa26 YFP/+) i les cèl·lules β s’han separat de les resta de cèl·lula 




ANÀLISI DE L’EXPRESSIÓ GÈNICA 
Extracció de RNA 
Per tal d’extreure RNA de mostres, és molt important que tot el material estigui lliure de ribonucleases 
(RNases). De forma rutinària s’utilitza RNaseZAP (Sigma), per tal d’assegurar un ambient lliure d’aquests 
enzims: pipetes, guants, superfície i tots aquells materials en els que treballem. S’ha utilitzat un únic 
mètode d’extracció de RNA que funciona a través de columnes (Nucleospin RNA XS kit) per on passaran 
les mostres (Macherey-Nagel, Düren, Germany). 
El mètode de purificació per columnes es basa en un mètode a través d’unes resines de sílice gel que 
permeten l’extracció de RNA de quantitats petites de mostra, permetent una bona recuperació i integritat 
per captar fragments de RNA superiors a 200 nucleòtids.  





Quantificació del RNA  
Per tal de mesurar la quantitat de RNA que s’ha obtingut després de la seva extracció, s’ha mesurat 1µl 
de mostra en un Nanodrop, espectrofotòmetre de nova generació que mesura l’absorbància amb un rang 
de treball de 2 a 4000ng/µl. Per mesurar la puresa de la mostra, hi ha els ràtios de les absorbàncies de la 
mostra a 260 i 280nm. Aleshores, ràtios Abs260/Abs280 iguals o superiors a 1,8 indiquen una qualitat 
òptima del RNA.  
Retrotranscripció de RNA a cDNA 
Per tal de transcriure l’RNA obtingut a cDNA, s’ha utilitzat la retrotranscriptasa SuperScript III (Invitrogen, 
California, EEUU). 
En primer lloc, en un tub de 0.2 ml afegir 0.5 µg  de primers randomitzats i la mostra de 150-800ng. 
Posteriorment, incubar les mostres durant 10 minuts a 70ºC. 
Seguidament afegir: 
H2O lliure RNases 2.25µl 
First Strand Buffer 5x 5.00µl 
DTT (ditiotreitol) 0.1M 2.5µl 
dNTPs 10mM 1.25µl 
RNaseOUT (40U/µl) 0.50µl 
SuperScript III (200U/µl) 0.50µl 
 
Finalment, s’afegeix 12 µl de barreja RT per cada tub de RNA amb els primers randomitzats.  Les 
mostres s’incubaran en un termociclador a 42ºC 15 min; 50ºC 90 min; 55ºC 10 min; 70ºC 15 min i es 
mantindran a 4ºC.  
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PCR a temps real (RT-PCR) i anàlisi d’expressió gènica 
En una PCR convencional, només es pot mesurar el nombre final de còpies generades en la reacció; en 
canvi, en el mètode de la PCR quantitativa o PCR en temps real, es pot monitoritzar la reacció de PCR 
mentre succeeix i quantificar el nombre de còpies inicials d’àcid nucleic que hi ha en la mostra. 
L’amplificació és més ràpida com més elevat sigui el nombre de còpies inicials, i per tant, es detecta 
abans l’increment en la fluorescència emesa de la reacció.  
Existeixen diferents fluoròfors i encebadors però en aquesta tesi s’ha utilitzat la tecnologia SYBR green 
(Applied Biosystems, Foster City, califòrnia, EUA), en la que s’utilitza el fluorocrom SYBR Green que 
s’uneix únicament al DNA  de doble cadena. Al llarg de la reacció de PCR es generen més amplicons, 
que es van unint al fluorocrom SYBR Green , aleshores com a resultat s’obté un increment en la intensitat 
de la fluorescència que és proporcional al producte de PCR amplificat. Quan es passa un cert límit de 
fluorescència (threshold), es considera que a partir d’aquell moment el gen en estudi és present, i el cicle 
en el que això succeeix se’l defineix com Ct (threshold cycle). Per tal d’establir un punt de tall on 
considerem que el gen d’interès és present a la mostra que estudiem, es va aplicar l’algoritme executat de 
forma automàtica pel programa SDS (Sequence Detection System, Applied Biosystems), el qual es basa 
en seleccionar un punt prou elevat per poder diferenciar entre soroll de fons i un de prou baix per no 
arribar al límit de saturació.  
Per el procés de l’amplificació s’ha utiliotzat el reactiu comercial Power SYBR Green PCR Master Mix 
(Applied Biosystems), que combina el fluorocrom SYBR Green 1 Dye, la polimerasa AmpliTaq Gold DNA 
Polymeras, un mix de dNTP amb dUTP i un tampó optimitzat per fer la reacció. La reacció de PCR i 
l’anàlisi de les dades obtingudes s’ha portat a terme amb el sistema 7900HT Fast real-Time PCR System 
(Applied Biosytems).  
En la quantificació dels resultats, s’ha analitzat l’expressió del gen control Tbp (TATA binding protein) el 
qual es coneix s’expressa de forma homogènia en les diferents mostres utilitzades. D’aquesta manera, es 
poden normalitzar els resultats, els quals s’expressen com a ratio entre el valor del gen que estudiem 
respecte el valor del gen control Tbp (housekeeping), a partir del mètode ΔΔCt. 
 
Aquesta tècnica ens permet mesurar la fluorescència total de les cadenes dobles de DNA unides a SYBR 
Green. Aleshores, si apareixen diversos transcrits durant el procés d’amplificació, la fluorescència que 
s’observarà resultarà del total de transcrits. Si en l’anàlisi de la RT-PCR s’afegeix la fase de corba de 
dissociació, es pot veure l’especificat dels encebadors que s’han dissenyat en cada cas per tal d’estudiar 




els gens d’interès. En el cas que aparegui més d’un pic de fluorescència, més d’un transcrit, serà 
recomanable dissenyar nous encebadors més específics del gen d’interès ja que significarà que 
l’encebador probablement no és específic del nostre gen d’interès i que per tant està amplificant més d’un 
transcript. Les seqüències dels encebadors utilitzats en aquesta tesi són: 
GEN SEQÜÈNCIA FORWARD SEQÜÈNCIA REVERSE 
Atf3 GTCCGGGCTCAGAATGGAC CGTGCCACCTCTGCTTAGCT 
Akap11 CCTTCTAAACCAAGACTGCTCC TGTTGGTGAAGACAGCACAGG 
Akap12 TGTCTGCCGTCAATGGTGTA CCTCCTGCTCGTCCTTTGTG 
Arrb1 AGCATGAGGACACGAATCTG ATCACTGGATGCAAGGTCTC 
Arrb2 ATGGGAGAAAAACCCGGGAC CACGCCATCCACAGGGTC 
Bcl2 GGGATGCCTTTGTGGAACTA CTCACTTGTGGCCCAGGTAT 
Btc CCCAAGCAGTACAAGCATTAC GGAGGTAAAACAGGTCCACTC 
Casp9 ATGCAGGGTGCGCCT GGTCTCAAGGTCTGTG 
Ccna2 CGACGGGTTGCTCCTCTTA CTGAGTCTCTTCTGCTTCATCC 
Ccnd1 GCGTACCCTGACACCAATCTC CTCCTCTTCGCACTTCTGCTC 
Ccnd3 CGAGCCTCCTACTTCCAGTG GGACAGGTAGCGATCCAGGT 
Cdk2 CGTACGGAGTGGTGTACAAA CACCTTCAGTCTCAGTGTCG 
Cdk4 ATCAAGGTCACCCTAGTGTTTG AGAAACTGACGCATTAGATCCTTA 
Cdkn1a CCTGGTGATGTCCGACCTG CCATGAGCGCATCGCAATC 
Celf1 CTGCCGTTTGTTCATCGTTG GAAGAGACAGGGATTTGGACG 
Chop TCATCCCCAGGAAACGAAGAG GCTTTGGGATGTGCGTGTG 
Cpe GAACCGTAACTTCCCAGACC TCCAGTGAATGACAGCCTTG 
Creb1 GCTCCCACTGTAACCTTAGTG GGACTTGTGGAGACTGGATAAC 
Creb3 CCACTCTGGGATCTTTCTTCAG AAAGAAGGGCTGTGGTTAGG 
Erbb2 ACCTCTCCTACATGCCTATCTG ATGAATGTCACTGGGCTGG 
Erbb3 GGGCTATGAGACGCTACTTG ACAGTTCCAAAGACACCAGAG 
Fas TCTGGGCTGTCCTGCCTCT ACGAACCCGCCTCCTCAG 
FoxO1 CTACGAGTGGATGGTGAAGAG TGTGAAGGGACAGATTGTGG 
Gipr TGGTTCCGTCAGGTGTCT TGAGTGTGGTCTCTCCAAGAT 
Gcgr TTGCGTCCTTTGTGCTCAA ATCTTCTGGCTGTACCGTGTCTT 
Glp1r CACAAAGGCAAAGATGACTTCAT CCCTAAGTGATCCGCTACAATC 
Gnai 1 CTCGCCGGTGTCATAAAGAG GTTGGGATGTAATTTGGCTGTG 
Gnai 2 AGAGGAACAAGGGATGCTTC CGCTCCAGATCATTCAGGTAG 
Gnai 3 TTCAGAACTAGCAGGCGTG TTGGAATGTAGTTGGTCTGGG 
Gpr119 GTGGCTATGCTGCTATCAATCT CCACGCCAATCAAGGTATCAG 
Grk2 TCTTCCAGCCATACATTGAGG TCATGGTCAGGTGGATGTTG 
Iapp CTCCAAACTGCCAGCTGTCC TCCGTTTGTCCATCTGAGGG 
Igf1 ATGTTCCCCCAGCTGTTTCC ATTCCATTGCGCAGGCTCTA 
Igf2 CCTGTGAGAACCTTCCAGCC ACCAACATCGACTTCCCCAC 
Igf1r GTGTGGATCGCGATTTCTGC GTACATGCTCTGGGTGCTGT 
Igf2r AAGACACCAGAACCAGACAC TCCTCTCCCATCCTTACCTG 
Igf2bp2 GAAAGAAGGCAAGGAGGCGT AAGAGCAGCAGCAAGAGCA 
Igfbp4 GGGAAAGGAATGGGGTGAGG GGCCATTCCTCAGACACACA 
Ins1 CTCCAGTCCAGCTGCAAAGA GCACAGTGGTCACCCAAGAT 
Ins2 CCCTAAGTGATCCGCTACAATC CATGTTGAAACAATAACCTGGAAGA 
Ins1+2 AGCGTGGCTTCTTCTACACACC CCAGCTCCAGTTGTGCCACT 
Insr CCCTGAGTACCTCAGTGGCAG GTCCGGCACGTACACAGAAGA 
Insr-B AGGAGCTGGAGGAGTCTTCA CTACTGTCCTCGGCACCATT 
Irs2 GCCTATGCCTGTCTGCGC GTTCGCAATTGAGCTTCACGA 
Mafa CAAGGAGGAGGTCATCCGAC TCTCCAGAATGTGCCGCTG 
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Mbnl1 GCACATCCTTCGAAAAGCTG TCCGCCCATTTATCTCTAACTG 
NeuroD1 GGATCAATCTTCTCTTCCGGTG TGCGAATGGCTATCGAAAGAC 
Nfat1c TGGGAGATGGAAGCAAAGAC ATAGAAACTGACTTGGACGGG 
Nfat3 AACTTCCTGCCAGACTCTAAAG TCAATGTCACCTCACTGCTC 
Nfat5 GGTGAAGCTGGAAGGCCATA CCGCCAGTGTCATGTTGTTG 
Ngn3 TTCTCATCGGTACCCTTGCTG GCAGACTCACCAGGAAGTATGG 
Nkx6.1 TGGACAGCAAATCTTCGCCCTG TGTTGTAATCGTCGTCATCCTC 
Pcsk1/3 AGTTGGAGGCATAAGAATGCTG GCCTTCTGGGCTAGTCTGC 
Pcsk2 AATGGGAAGACGGTTGATGG AGTTGCAGTCATCGTAGCTG 
PdgfrA CAAACCCTGAGACCACAATG TCCCCCAACAGTAACCCAAG 
PdgfrB CCGATACTTACTACGTCTACAGC ACCACATCATTGCCCATCAC 
PdgfA GTCCAGGTGAGGTTAGAGG CACGGAGGAGAACAAAGAC 
PdgfB TGAAATGCTGAGCGACCAC AGCTTTCCAACTCGACTCC 
Prkaca1 GTCATGGAGTATGTAGCTGGTG CAGATACTCAAAGGTCAGGACG 
Prkrb1 GACTATAAGACCATGACCGCG CTGTATGACTGTTTCCCCACC 
Ptp1n ACAGTACGACAGTTGGAGTTG TGGTGTAGTGGAAATGCAGG 
Rapgef3 TGCATATCAAGGCGGTGG CCCTTCCAGATAATGTACCACG 
Rapgef4 TTATGGCAAGGGTGTGGTC CTTGGAGCATCGTTCACTAGAG 
Srsf1 GTCCGAGAACAGAGTGGTTG TACAAACTCCACGACACCAG 
Srsf3 CTCTAGAAAGTGACCTGCTCC CTCTAGAAAGTGACCTGCTCC 
Tbp ACCCTTCACCAATGACTCCTAGT ATGATGACTGCAGCAAATCGC 
Xbp1 ATGCAGGGTGCGCCT GAACCAGGAGTTAAGAACACG 
 
Disseny dels encebadors 
Per tal de realitzar les PCR i qPCR hem dissenyat els primers corresponents utilitzant el sistema 
Integrated DNA Technologies (IDT) SciTools® (http://eu-idtdna.com/site). Aquest software i altres 
aplicacions semblants determinen les propietats de qualsevol seqüència d’oligonucleòtids i facilita el 
disseny intel·ligent per cada condició experimental. En aquesta línia, hem utilitzat l’eina PrimerQuest® per 
tal de customitzar el disseny del primers per experiments de PCR i qPCR regulars. A més, també s’han 
utilitzat eines d’anàlisi d’oligonucleòtids, concretament la de OligoAnalyzer®. Aquest software ens permet 
conèixer i identificar diferents propietats dels primers seleccionats i dissenyats, com és la temperatura de 
melting, hairpins, dímers, discordances (mismatches), entre d’altres.   
Validació d’encebadors 
El disseny i validació dels encebadors d’un gen específic és molt important degut al mètode de 
quantificació que s’ha utilitzat (ΔΔCt). Per tal d’obtenir uns resultats reproduïbles, és necessari que 
l’eficiència del nostre gen control i del nostre gen d’interès siguin el més semblants possible. Les 
eficiències acceptades per els encebadors emprats en un experiment, són d’un mínim del 85%, i aquesta 
eficiència es calcula a partir de la pendent d’una corba estàndard realitzada per testar aquest parell 
d’encebadors (Eficiència= 10 (-1/pendent)-1). 
WESTERN BLOT 
Extracció de proteïnes 
Els teixits utilitzats per l’extracció de proteïna són els illots pancreàtics de ratolins controls i gen anul·lats 
de les diferents edats d’estudi. Es posen uns 80-150 illots en cada tub i es fan dos rentats amb solució 
HANKS per tal d’extreure les restes de proteïnes com poden ser l’albúmina. Seguidament s’afegeix un 




tampó de lisis que conté solució TDLBA, inhibidors de proteases (10%) i inhibidors de fosfatases (10%) 
per tal d’evitar la digestió per enzims cel·lulars de les proteïnes i fosfoproteïnes. 
 
Posteriorment, la mostra es pot congelar o bé procedir a l’extracció de proteïna a través de sonicacions (2 
polsos durant 30 segons amb 1 minut de descans enmig). Després es fan 3 cicles de congelació i 
descongelació per acabar d’homogeneïtzar els illots i finalment es centrifuga la mostra a màxima velocitat 
durant 20 minuts a 4ºC. Es recull el sobrenedant i es fa la quantificació.  
Quantificació de proteïnes 
Existeixen diferents mètodes de quantificació però  en aquest tesi s’ha utilitzat el mètode de l’assaig de 
proteïnes de BioRad DC (Reagent A, Reagent S, Reagent B) que es basa en una modificació del mètode 
de valoració de proteïnes Lowry. S’utilitzen plaques  de 96 pous, seguint el protocol detallat pel fabricant: 
 
Les mostres es dilueixen en tampó de càrrega amb un agent reductor (2-mercaptoetanol) per tal de 
trencar els ponts disulfur i convertir les proteïnes en un estat més soluble. La transferència es realitza en 
un estat humit sobre una membrana de PVDF i la detecció es realitza a través d’un anticòs específic 
contra la nostra proteïna d’interès. 
o Electroforesi de proteïnes (SDS-PAGE) 
Aquesta tècnica ens permet separar les molècules de les proteïnes en funció de la seva mida i càrrega. 
Es tracta d’un gel sintètic, termo-estable, relativament inert químicament i que permet preparar un rang de 
mides de porus diferents. La mida dels porus està determinada principalment per dos factors; la quantitat 
total d’acrilamida i la quantitat de reticulat. La mida del porus disminueix a mesura que augmentem el 
percentatge d’acrilamida en el gel. El detergent SDS desnaturalitza i confereix càrrega negativa a les 
proteïnes, de manera que, en una matriu de poliacrilamida sotmesa a un camp elèctric, les proteïnes 
avancen cap el pol positiu a diferents velocitats segons la seva massa.  En aquesta tesi hem utilitzat gels 
separadors del 7.5-8% d’acrilamida ja que el pes de les proteïnes d’interès estava al voltant de 36-94 
kDa.  
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Aquesta electroforesi està formada per dos tipus de gel: el concentrador (stacking) al 5% d’acrilamida i el 
separador (resolving). La diferent composició dels gels permet la concentració de les proteïnes en el límit 
entre ambdós gels, punt a partir del qual s’inicia la separació per massa. En aquesta tesi s’utilitza l’aparell 
MiniProtean Kit de BioRad. Per la preparació de les mostres és molt important recordar que les proteïnes 
s’han de descongelar i mantenir-se en gel fins el moment que es carreguin en el gel ja que si no es poden 
degradar. Per tal de preparar les mostres, s’afegeix prèviament el tampó de càrrega anomenat Laemmli 
que pot estar a diferents concentracions  (2x a/4x/6x), que conté 2-mercaptoetanol. Seguidament, es 
desnaturalitzen durant 5 min a 95ºC en un bloc tèrmic i després es posen en gel fins el moment de 
carregar-les.  
 
En l’electroforesi els complexes-SDS de la mostra són arrossegats per un front de moviment generat pel 
corrent elèctric. Passen a través d’un gel d’apilament i es depositen a una línia molt prima o una pila en la 
superfície del gel de resolució, en aquest punt es concentra la mostra i per tant, millora la resolució.                                                                                                                   
En les primeres etapes d’aquest procés, es forma un gradient de ions que permet que totes les proteïnes 
es concentrin en una sola banda. Aquest fet, succeeix en una zona del gel que conté els porus més 
grans, per tal que la matriu de gel no alenteixi la migració durant l’stacking. Els complexes SDS-proteïna 
travessen el gel  de resolució, en una zona on la tensió i el pH són uniformes, i se separen per la seva 
mida. En el moment en el que es desconnecta l’electroforesi les bandes comencen a difondre’s, aleshores 
per prevenir aquest fet es pot fixar amb un  40% d’aigua destil·lada, 10% d’àcid acètic i 50% metanol. 
 
A Tampó de càrrega Laemmli 2X: 125 mM tris-HCL (Serva, Heidelberg, Alemanya) (ph=6,8), 20% glicerol (Carlo Erba), 4% SDS 
(Serva), 10% 2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich). 
B Tampó d’electroforesi (pH=8.3): 25mM tris-HCL, 192 mM glicina i 0.1 % SDS 
 





o Transferència humida 
Aquest pas ens permet passar les proteïnes del gel a una membrana de PVDF (Polyvinylidene Fluoride) 
(Perkin Elmer, Boston, EUA).  En aquest sistema el gel i la membrana es col·loquen en una cubeta, 
completament coberts de tampó, en posició vertical i entre dos electròdes que creen el camp elèctric que 
fa avançar les proteïnes del gel a la membrana. S’ha seguit el protocol MiniProtean de Bio-Rad: 
 
A Tampó de transferència (pH=8.3): 25mM de tris-HCL, 192 mM de glicina i 20% de metanol. 
B Solució roig de Ponceau: 0.2% de roig de Ponceau (Sigma-Aldrich) en àcid tricloracètic al 3%. 
 
o Transferència semiseca 
En aquest tipus de transferència, el gel i la membrana es disposen horitzontalment entre diversos papers 
3MM humitejats en tampó que estan en contacte amb dos electròdes. L’avantatge d’aquest sistema és 
que en trobar-se els dos electròdes a menys distància, es pot aconseguir una major intensitat de corrent i 
la transferència és més ràpida. A continuació s’indiquen els passos a seguir: 
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A Tampó de transferència semiseca (pH=8.3): 25mM de tris-HCL, 192 mM de glicina i 0.1% de SDS. 
Immunodetecció de proteïnes 
Aquest procés permet la detecció específica d’una proteïna d’interès sobre la membrana on s’han 
transferit les proteïnes aprofitant les propietats del reconeixement antigen-anticòs. 
 











Els anticossos primaris i secundaris que s’han utilitzat per Western Blot són els següents: 
 
Eliminació d’anticossos (Stripping) 
Una vegada finalitzat l’assaig de transferència per Western Blot, utilitzant la mateixa membrana, es poden 
detectar altres proteïnes però per poder-ho portar a terme cal eliminar prèviament els anticossos que hem 
incubat anteriorment. S’incuba la membrana durant 5 minuts amb aigua milliQ bullint en agitació i es 
repeteix 3 vegades. A continuació es pot seguir amb el bloqueig i la incubació amb el següent anticòs 
d’interès o bé assecar la membrana. 
ANÀLISIS ESTADÍSTICS 
Les dades de les gràfiques s’expressen com la mitjana dels valors en el grup ± la SEM (Standard Error 
Mean, mitja de l’error estàndard). S’han realitzat anàlisis de dues-vies (two-way) de variança per analitzar 
les diferències estadístiques dels tests metabòlics. Per altra banda, les dades han sigut analitzades amb 
el test Shapiro-Wilk per tal de comprovar i acceptar que se segueix una normalitat, seguit de el test T-
Student no paramètric desaparellat per la resta d’experiments. Valors amb p<0.05 es consideren 
estadísticament significatius. Les dades outliers s’han tret de l’anàlisi quan s’allunyaven 2 desviacions 
estàndards de la mitjana. El programa GraphPad Prism software (versió 6, GraphPad Software, Inc., CA, 

























MODEL MURÍ GEN ANUL·LAT PER LA SUBUNITAT Gsα ESPECÍFIC DE CÈL·LULA β  
 
Per tal d’investigar el paper de la senyalització GPCR-Gs a la cèl·lula β vam generar un model murí 
condicional deficient en Gsα a la cèl·lula β. Inicialment, el vam obtenir creuant ratolins mascles Ins2Cre202 
; Gnasf/+ amb femelles Gnasf/f 203 (veure a Mètodes). Els animals gen anul·lats (βGsα) generats en 
aquests creuaments no sobrevivien més enllà dels dos dies de vida (p2) i es distingien per absència de 
llet a l’estómac. A dia postnatal (p) 0, els ratolins deficients per Gsα tenien un pes semblant als animals 
controls de la mateixa camada (control: 1,45±0,07g; βGsα: 1,33±0,056g), presentaven hipoglucèmia 
(control: 53±9,4mg/dl; βGsα: 18±14,8mg/dl) i hipoinsulinèmia (control: 2,2±2,27mg/ml; βGsα: 
0,227±0,073mg/ml) en comparació al grup control. L’estudi morfomètric del pàncrees indicava que els 
animals KO teníen una àrea fraccional d’insulina similar als controls (control: 0,22±0,06%;   βGsα: 
0,18±0,07%) i el contingut d’insulina del pàncrees a p0 mesurat mitjançant ELISA tampoc va mostrar 
diferències significatives entre els animals gen anul·lats respecte al grup control (control: 1724ng 
insulina/illot; βGsα: 2080,2±733,62ng insulina/illot). Aquests resultats mostraven que el compartiment β 
pancreàtic no estava afectat i suggeria que defectes a nivell del sistema nerviós central podien estar 
involucrats en la mort temprana d’aquests animals, donada la reconeguda expressió neuronal de Cre en 
la línia transgènica  Ins2Cre. 
Davant la impossibilitat de poder estudiar l’establiment de la massa β pancreàtica durant l’etapa postnatal 
utilitzant el model murí descrit anteriorment, vam optar per utilitzar la nova línia transgènica knockin 
Ins1Cre generada pel Dr. B. Thorens i J. Ferrer204. Aquest model transgènic indueix una recombinació 
eficient, precisa i selectiva del gen floxejat en les cèl·lules β des del moment del naixement, sense 
recombinació en el cervell. A més, aquests animals presenten un pes corporal i homeòstasi de la glucosa 
indistingibles dels animals control, a diferència del model Ins2Cre205. Una altre aspecte a tenir en compte 
és que el promotor Ins2 és més potent que Ins1206 i per tant, això pot portar a concentracions més 
elevades de la recombinasa Cre les quals són potencialment deletèries.  
 
Generació i comprovació del model animal 
Generació del ratolí β-Gsα KO 
Per tal de generar el model animal gen anul·lat de Gsα específic de cèl·lula β, hem creuat mascles 
Ins1Cre/+ ; Gnasf/+ amb femelles Gnasf/f. D’aquests creuaments hem obtingut els següents genotips a les 
proporcions mendelianes esperades: un 25% de ratolins genoanul·lats  Ins1Cre/+ ; Gnasf/f (als quals 
anomenem β-Gsα KO), un 25% de ratolins amb la meitat de dosis gènica de Gnas a la cèl·lula β (Ins1Cre/+ 
; Gnasf/+, Htz a la figura), i un 50% de ratolins negatius per Cre que designarem com a controls (Ct) i que 
inclouen tant Gnasf/f com Gnasf/+ A la Figura 18 es pot observar el patró de bandes de les PCR de 
genotipatge dels animals.    
 
Figura 18. Amplificació per PCR convencional de l’ADN extret d’un petit tall de la cua dels ratolins per tal de d’analitzar el seu 
genotip. D’esquerra a dreta observem el patró de bandes d’un animal KO (β-Gsα KO), un heterozigot (Hzt) i control (Ct). Es pot 
observar la banda superior que correspon a la recombinasa Cre, i les dues bandes inferiors que corresponen a l’al·lel Gnas 
floxejat (f) i l’al·lel salvatge (+). 





Comprovació de l’eficiència de recombinació 
L’expressió del gen Gnas en illots pancreàtics isolats de ratolins β-Gsα KO de quatre setmanes d’edat 
(p28) es troba reduïda en un 50% respecte illots control de la mateixa edat (Fig. 19).  
 
Figura 19. Expressió gènica de Gnas en illots isolats d’animals controls i β-Gsα KO a p28. Els resultats s’han analitzat per RT-
PCR i s’han normalitzat per Tbp. n=12  animals en cada genotip. Els valors del grup control s’han normalitzat a 1. Els valors 
representen mitjana±SEM ***p<0.001 
 
L’expressió romanent de Gnas en illots β-GsαKO pot provenir de cèl·lules β que no han recombinat i/o de 
les cèl·lules no β de l’illot. Per tal de poder determinar l’eficiència de recombinació del nostre model, hem 
creuat ratolins mascles Ins1Cre/+ ; Gnasf/+ amb femelles Gnasf/f que contenen el gen reporter YFP en el 
locus Rosa 26 (Rosa26YFP/YFP). Els animals nascuts d’aquests creuaments amb el genotip Ins1Cre/+ ; Gnasf/f 
; Rosa26YFP/+, expressaran YFP  en totes aquelles cèl·lules on hi hagi hagut recombinació. Hem realitzat 
immunofluorescència utilitzant anticossos específics per Insulina i YFP en pàncrees fixats de ratolins 
control i Ins1Cre/+ ; Gnasf/f ; Rosa26YFP/+ de p28 (Fig.20 A-B). Com era d’esperar, els animals control no 
mostren expressió de la proteïna fluorescent a l’illot mentre que els β-GsαKO presenten una proporció 
entre 80-90% de cèl·lules β amb clar marcatge citoplasmàtic, en alguns casos nuclear, de YFP. Finalment 
hem avaluat l’expressió gènica de Gnas en cèl·lules β purificades mitjançant FACS d’illots que expressen 
YFP en cèl·lula β d’illots d’animals Ins1Cre/+ ; Gnasf/f ; Rosa26YFP/YFP a p28 i hem trobat una reducció del 
95% dels nivells de mRNA, confirmant l’eficiència de recombinació del gen Gnas (Fig. 20C).  
 
 
Figura 20. A -B Imatges representatives d’immunofluorescència de pàncrees fixats d’animals p28 control i Ins1 Cre/+ ; Gnasf/f ; 
Rosa26 YFP/+ (β-Gsα KO YFP) utilitzant anticossos contra YFP (verd) i insulina (vermell). C Nivells d’expressió gènica de Gnas en 
cèl·lules β dissociades d’illots control i Ins1Cre/+ ; Gnasf/f ; Rosa26YFP/YFP . Els resultats s’han analitzat per RT-PCR i s’han 
normalitzat normalitzats per Tbp. Els valors del grup control s’han normalitzat a 1 n=12 Els valors representen mitjana±SEM n=4-






CARACTERITZACIÓ FENOTÍPICA DEL MODEL MURÍ  β-Gsα KO 
Edats estudiades 
Prèviament a la caracterització del model animal hem seleccionat diferents edats d’interès que se situen 
en el naixement, abans del deslletament i després del deslletament, moment en que es produeix la 
transició d’una dieta rica en grasses a una dieta sòlida estàndard. En la següent taula (Taula 3) es 
mostres les etapes escollides i la seva justificació corresponent: 
 
Taula 3. Taula representant les edats estudiades en aquesta tesi en els animals control i β-Gsα KO amb la justificació 
corresponent segons l’estat de proliferació i maduresa de la cèl·lula β. 
 
Caracterització del metabolisme de la glucosa en el model  β-Gsα KO 
Pes corporal, glucèmia i insulinèmia 
Els animals β-Gsα KO neixen i mantenen un pes corporal similar al dels controls fins a l’etapa adulta, 
moment en que el seu pes és significativament menor (Fig. 21A). Els ratolins deficients per Gsα 
desenvolupen hiperglucèmia moderada des de la primera setmana de vida (p7) que empitjora a mesura 
que augmenta l’edat (Fig. 21B). Per altra banda, els nivells d’insulina en sang són normals fins a p28 que 
és quan els animals β-Gsα KO exhibeixen hipoinsulinèmia que es manté en l’edat adulta  (Fig. 21C).  
 
Figura 21. Caracterització  general del fenotip dels animals deficients per Gsα i controls des de p0 fins l’etapa adulta (8 setmanes 
d’edat). A Pes corporal (g) d’animals control i β-Gsα KO des de p0 a l’edat adulta B Nivells de glucosa en sang o glucèmia 
(mg/dl) aleatòria d’animals control i β-Gsα KO des de p0 a l’edat adulta . C Nivells d’insulina en plasma o insulinèmia (ng/ml) 
aleatòria d’animals control i β-Gsα KO des de p0 a l’edat. Els valors representen mitjana±SEM de 30 animals control i 20 animals 








Homeòstasi de la glucosa 
Per tal de detectar possibles defectes en la funció endocrino-pancreàtica com a conseqüència de 
l’eliminació de la subunitat Gsα de les cèl·lules β del pàncrees, hem estudiat el metabolisme de la 
glucosa mitjançant diferents tests metabòlics en animals de  p28 (1 setmana després deslletament) (Fig. 
22) i animals adults (Fig. 23). 
A p28 els animals β-Gsα KO exhibeixen intolerància a la glucosa tant quan aquesta hexosa s’administra 
mitjançant injecció intraperitoneal (IpGTT) com de manera oral (OGTT).  També presenten un defecte en 
la secreció de insulina estimulada per glucosa in vivo (GSIS). No obstant, no exhibeixen defectes en la 
sensibilitat perifèrica a la insulina mesurada amb el test de tolerància a insulina (ITT).  
 
Figura 22. Tests metabòlics en animals controls i β-Gsα KO a  p28.  A Corbes de glucèmia (mg/dl) del test intraperitoneal de 
tolerància a la glucosa (IpGTT) i càlcul de l’àrea sota la corba (AUC). B Corbes de glucèmia (mg/dl) del test oral a la glucosa 
(OGTT) i càlcul de l’AUC. C Nivells de secreció d’insulina (ng/ml) estimulada per glucosa in vivo (GSIS) al minut 0 i 20. D Corbes 
de glucèmia (mg/dl) del test de tolerància a la insulina (ITT) i càlcul l’AUC. Els valors representen mitjana±SEM de 5 animals 
control i 5 animals gen anul·lats en tots els tests de 2 experiments independents *p<0.05, **p<0.01 i ***p<0.001 
 
A l’etapa adulta els animals β-Gsα KO exhibeixen un patró metabòlic molt semblant que a p28. Presenten 
una clara intolerància a la glucosa tan en la IpGTT com en la OGTT sense signes de resistència perifèrica 





Figura 23. Tests metabòlics en animals controls i β-Gsα KO adults.  A Corbes de glucèmia (mg/dl) del test intraperitoneal de 
tolerància a la glucosa (IpGTT) i càlcul de l’àrea sota la corba (AUC). B Corbes de glucèmia (mg/dl) del test oral a la glucosa 
(OGTT) i càlcul de l’AUC. C Corbes de glucèmia (mg/dl) del test de tolerància a la insulina (ITT) i càlcul l’AUC. Els valors 
representen mitjana±SEM de 5 animals control i 5 animals gen anul·lats en tots els tests de 2 experiments independents *p<0.05, 
**p<0.01 i ***p<0.001. 
 
Aquestes dades indiquen que l’ablació de la subunitat Gsα en cèl·lula β provoca una intolerància a la 
glucosa a nivell de l’organisme sencer la qual s’associa a defectes en la secreció d’insulina sense canvis 
en la resposta perifèrica a aquesta hormona.  
 
CARACTERITZACIÓ DEL COMPARTIMENT β-PANCREÀTIC EN EL MODEL β-Gsα KO 
 
Els resultats mostrats anteriorment mostren defectes en l’homeòstasi de la glucosa en els animals β-Gsα 
KO que ja són observables des de p7 (hiperglucèmia) i demostrables mitjançant tests metabòlics a p28. 
L’etapa postnatal temprana (des de p0 fins a p28) es considera un període de desenvolupament crític per 
l’establiment adequat d’una massa cel·lular β suficient i funcional que pot influir en la susceptibilitat de 
desenvolupar DM2 en l’edat adulta. Hem volgut estudiar si el fenotip observat és conseqüència de 
defectes en la funcionalitat de la cèl·lula β i/o defectes en l’establiment de la massa cel·lular β. 
Anàlisi de la funció insulino–secretora del model β-Gsα KO  
Donat que els animals transgènics són hipoinsulinèmics a partir de p28 i desenvolupen una clara 
intolerància a la glucosa i una resposta insulino-secrectora deficient  in vivo, hem volgut estudiar si això es 
deu a un defecte intrínsec en la capacitat secretora de la cèl·lula β. Per això, hem estudiat la secreció 
d’insulina en incubacions estàtiques d’illots isolats a p28  (Fig. 24A)  i en adults (Fig. 24B).  
A p28 els illots β-Gsα KO exhibeixen secreció d’insulina en resposta a glucosa, si bé són incapaços 
d’augmentar la secreció entre les concentracions de glucosa de 11mM  i 16.7 mM.   També responen a 
forskolina, un activador directe de l’enzim AdC, però no responen a exendina-4, anàleg de Glp1 que actua 
via GPCR-Gs. A l’etapa adulta els illots β-Gsα KO perden la resposta en totes les condicions estudiades. 
Cal tenir present que fins a p28 a nivell macroscòpic els illots no són distingibles entre controls i β-Gsα 




KO però a l’edat adulta s’observa un canvi en la seva aparença macroscòpica sent menys arrodonida i 
translúcids compatible amb menys densitat cel·lular, característiques que estan en línia amb 
l’empitjorament de la capacitat insulino-secretora observada. 
 
 
Figura 24. A Nivells de secreció d’insulina a diferents condicions d’estimulació: glucosa 2.8 mM, glucosa 11 mM, glucosa 16.7 
mM, forskolina (10 μM) i exendina-4 (200 nM) durant 90 min en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO p28 i B adults. Els 
valors representen mitjana±SEM de n=3-7 rèpliques en cada condició. */#p<0.05, **/##p<0.01 i ***/###p<0.001 N=3-7 (*control 
#β-Gsα KO).  
 
Estudi macroscòpic del  pàncrees 
No s’observen diferències en el pes del pàncrees en cap de les edats estudiades (Fig. 25A). Per tal de 
veure la integritat, estructura i arquitectura del pàncrees hem realitzat una tinció hematoxilina-eosina, la 
qual mostra l’absència d’alteracions macroscòpiques evidents entre els dos grups d’animals, assumint en 
aquest cas que els animals gen anul·lat presenten un patró histològic normal (Fig. 25B).  
 
Figura 25. A  Pes del pàncrees (mg) d’animals p14, p28 i adults n=15-20. B Imatges representatives d’una tinció hematoxilina-
eosina  de pàncrees fixats d’animals control i β-Gsα KO a p28.  
 
Anàlisi morfomètric del pàncrees endocrí en animals β-Gsα KO  
Hem realitzat un estudi morfomètric de les àrees positives per insulina i glucagó en pàncrees fixats de 
ratolins de diferents edats. Aquesta anàlisi mostra que a p0 els β-Gsα KO presenten una àrea fraccional 




formació de cèl·lules β durant l’etapa embrionària. Pel que fa al compartiment α, s’observa un augment 
significatiu en l’àrea fraccional.  Més endavant, a p14 es comença a mostrar una tendència de disminució 
tant en l’àrea fraccional insulino-positiva com en la massa β sense canvis en el compartiment α. És a p28 
quan apareix una reducció estadísticament significativa en l’àrea fraccional d’insulina i una reducció de la 
massa β en comparació amb el grup control. Aquest defecte es manté en l’etapa adulta. Tan a p28 com a 
l’edat adulta no s’observen canvis significatius en el compartiment α (Fig. 26 B-E).  
 
Figura 26. Anàlisi morfomètric de pàncrees fixats d’animals control i β-Gsα KO a les edats: p0, p14, p28 i adults. A Imatges 
representatives d’immunofluorescència utiltzant anticossos contra insulina (verd), glucagó (vermell) i nuclis (blau). B Àrea 
fraccional d’insulina (%= àrea d’insulina / àrea total del pàncrees x 100). C Massa de cèl·lula β (mg= àrea fraccional x pes del 
pàncrees). D-E Àrea fraccional i massa cèl·lula α. Els valors representen mitjana±SEM de n=5-6 animals en cada anàlisi. 
*p<0.05, **p<0.01.  
 
En col·laboració amb el grup del Professor Ulf Ahlgren del Departament de Medicina Molecular de Umeå, 
Suècia, hem analitzat pàncrees d’animals control i β-Gsα KO a p28 per tomografia de projecció òptica 
(OPT). Mitjançant aquesta tècnica es pot analitzar el pàncrees en la seva totalitat a diferència dels estudis 
morfomètrics on se seleccionen un nombre limitat de seccions per fer l’estudi. Hem trobat que els animals 
β-Gsα KO i controls no mostren diferències en el volum pancreàtic total com tampoc en el volum dels 
seus illots (Fig. 27A&B). No obstant, els pàncrees dels animals β-Gsα KO tenen un nombre menor d’illots, 











Figura 27. Anàlisi morfomètric utilitzant la tècnica OPT en animals control i β-Gsα KO a p28. Imatges representatives 3D de les 3 
regions (SL, DL, GL) d’un pàncrees control i de ratolí KO. A Representació del volum pancreàtic total d’illots control i β-Gsα KO, 
B de la mitjana del volum dels illots, C del nombre total d’illots D i la distribució del nombre d’illots segons la seva mida (petits, 
mitjans i grans). Els valors representen mitjana±SEM de n=3-4 animals de cada genotip. *p<0.05. 
 
Aquests resultats demostren que la deficiència de la subunitat Gsα en cèl·lula β impedeix l’expansió de la 
massa cèl·lula β durant l’etapa postnatal temprana.  
 
Estudi de la proliferació i mort de les cèl·lules β  en animals β-Gsα KO 
Immunofluorescència de Ki67 i fosfo-histona H3 
En aquest punt ens preguntem si la disminució de l’àrea fraccional d’insulina i la massa de cèl·lula β 
observats anteriorment, estan relacionades amb una reducció en la taxa de proliferació i/o en un augment 
en els nivells d’apoptosi d’aquestes cèl·lules en illots isolats d’animals p14 i p28. En la 
immunofluorescència de pàncrees fixats d’animals control i β-Gsα KO hem utilitzat dos tipus de 
marcadors diferents: Ki67 que marca nuclis en cicle cel·lular i la fosfo-histona H3 (pH3) que marca nuclis 
en mitosi. Hem analitzat la taxa de proliferació quantificant el percentatge de cèl·lules doblement positives 
per insulina i pels marcadors de proliferació.  
Els pàncrees dels animals β-Gsα KO presenten una reducció significativa en la proliferació de cèl·lula β a 
p28 quan es mesura tan amb Ki67 com amb pH3 (Fig. 28A&C). De fet, a p14 ja s’observa una clara 





Figura 28. A Immunofluorescència de insulina (vermell) i Ki67 (verd) o fosfo-Histona H3 (verd) en pàncrees fixats d’animals 
control i β-Gsα KO  p14 i p28. B-C Quantificació corresponent de les immunofluorescència del panell a. Els valors representen 
mitjana±SEM de n=3-5 animals de cada genotip. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. 
 
A continuació hem estudiat els nivells basals d’expressió de gens rellevants en cicle cel·lular en illots 
isolats d’animals control i β-Gsα KO a les edats p14 i p28.   
Illots isolats d’animals β-Gsα KO a p14 exhibeixen un augment en els nivells d’expressió de Cdkn1a,  el 
quan inhibeix l’activitat de Cdk en les fases de G1/S i G/M de cicle, a més d’unir-se a l’antigen nuclear de 
proliferació cel·lular PCNA, inhibint d’aquesta manera la replicació del DNA. No hi ha canvis en la resta de 
gens. De fet mostren un augment en la Ccna2 malgrat la reducció observada anteriorment en els nivells 
de proliferació valorats pel marcador de proliferació p-H3 des d’aquesta edat, suggerint un mecanisme de 
compensació en aquesta edat (Fig. 29A). En canvi, dues setmanes més tard, a l’edat p28, els illots β-Gsα 
KO presenten una disminució significativa en els nivells basals d’expressió gènica de  Ccna2, Cdk4, Ki67 i 
FoxM1 junt amb l’augment en l’expressió de Cdkn1a observat a p14 (Fig. 29B). Tots aquests canvis en 
expressió gènica suporten  l’observació prèvia de reducció en la proliferació de la cel·lula β. 
 
 





Figura 29. Nivells d’expressió de gens rellevants en cicle cel·lular en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a l’edat A p14 i B 
p28.  Expressió normalitzada en funció de l’expressió del gen de Tbp. Els valors del grup control s’han normalitzat a 1. Els valors 
representen mitjana±SEM de n=7-10 animals de cada genotip *p<0.05 **p<0.01. 
 
Donat que molts dels gens que presenten un efecte en proliferació també afecten a les vies de mort 
cel·lular, hem volgut quantificar la taxa d’apoptosi de les cèl·lules β utilitzant l'assaig TUNEL que detecta 
la fragmentació de l’ADN característica del procés apoptòtic. En aquest cas no s’observen diferències en 
els nivells d’apoptosi en els animals β-Gsα KO en comparació amb el grup control en cap de les edats 
estudiades: p7, p14, p21, p28 i adult (dades no mostrades). Per altra banda, l’estudi de l’expressió de 
gens d’apoptosi i d’estrès de reticle endoplasmàtic en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO p28 (Fig. 
30A-B) i p14 (Fig. 30C-D)  tampoc es es mostra alterada.  
 
Figura 30. Nivells d’expressió gènica de gens rellevants en apoptosi d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a A p28 i B p14 . 
Nivells d’expressió gènica de gens rellevants d’estrès de reticle endoplasmàtic d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a C 
p28 i D p14 .  Els valors del grup control s’han normalitzat a 1. Expressió normalitzada en funció de l’expressió del gen de Tbp. 




Aquests resultats indiquen que la reducció en massa cel·lular β que apareix a p28 es correlaciona amb 
una baixada en la taxa de proliferació de les cèl·lules deficients per Gsa sense que hi hagi un increment 




IDENTIFICACIÓ DE LES ALTERACIONS MOLECULARS EN ELS ILLOTS POSTNATALS β-Gsα KO 
 
En aquesta segona part de l’estudi tenim com a objectiu la identificació dels determinants moleculars 
responsables del defecte en l’expansió de la massa cel·lular β observat en els animals β-Gsα KO. 
 
Nivells d’AMPc 
En primer lloc hem volgut determinar l’impacte de l’ablació de Gsα  sobre els nivells basals d’AMPc i en 
resposta a una estimulació amb forskolina, i amb exendina-4 en illots isolats d’animals p28 i adults.  La 
quantificació de l’AMPc va ser portada a terme pel laboratori del Dr. Stephane Dalle de Montpellier. 
Els illots β-Gsα KO isolats no estimulats d’ambdues edats presenten nivells dràsticament reduïts d’AMPc 
en comparació amb el grup control (-85%) (Fig. 31A), tot i així els nivells augmenten significativament 
quan els illots s’estimulen durant  90 minuts amb forskolina (Fig. 31B-C). Aquests resultats demostren que 
la part de la via de senyalització després de l’AdC no es troba afectada. Pel que fa a la resposta 
d’exendina-4 a p28 els illots controls i β-Gsα KO no responen a l’anàleg de Glp1 (Fig. 31B). En el cas dels 
animals transgènics era d’esperar ja que presenten una deleció de la subunitat Gsα i per tant, no poden 
activar la via canònica d’aquesta senyalització, mentre que pel que fa al grup control suggerim que en 
aquesta edat el sistema d’incretines encara podria no està completament desenvolupat o madur i per tant, 
no tenir la capacitat per generar una resposta. No obstant, a l’edat adulta els illots KO continuen sense 
respondre a exendina-4 a diferència del grup control que respon augmentant els nivells del segon 
missatger (Fig. 31C). 
 
Figura 31. A Nivells basals d’AMPc (nM) en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28 i adults. B-C Producció d’AMPc (nM) 
en resposta a 90 min d’estimulació amb forskolina (10 μM) i exendina-4 (200 nM) en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a 
p28 i adults. Els valors representen mitjana±SEM de n=6 animals de cada genotip ** / ##p<0.01 *** / ###p<0.001 (* diferències entre 
controls # diferències entre transgènics).  
 
 
En aquest punt de la tesi hem decidit centrar la major part del treball a l’edat p28, moment en que 
apareixen la majoria d’alteracions estudiades. Tot i així, hem continuat analitzant algunes dades a p7 
i p14, així com en l’etapa adulta per tal d’aprofundir en el mecanisme dels resultats obtinguts.  




Expressió  de components de la via Gs-cAMP en illots murins   
Hem estudiat els nivells d’expressió gènica de diferents components (receptors, components transducció 
de senyal, efectors) de la senyalització de la via Gs-cAMP a en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO 
a p28.  
Les cèl·lules β expressen diferents Gs-GPCRs sent els principals i més coneguts els dels receptors de les  
hormones incretines Glp1 i Gip, no obstant no són els únics ja que també expressen Gcgr (receptor de 
glucagó, el receptor cannabinoide Gpr119, PACAP (polipèptid activador de de l’adenilat ciclasa pitüitària), 
VIPR2 (receptor del pèptid vasoactiu intestinal), B2r (receptor de noradrenalina), P2Y (receptor d’ADP i 
ATP) o Gal1R (receptor de galanina 1).  
Els nivells basals d’expressió dels receptors en illots isolats d’animals β-Gsα KO a p28 (Fig. 32) mostra 
una forta disminució en Glp1r, Gipr, com també de Gpr119, mentre que Gcgr  es troba augmentat. 
Aquests resultats estan en línia amb articles on observen un augment en els nivells d’expressió de Gcgr 
en illots isolats murins incubats amb dosis elevades de glucosa (22 mM), mentre que en aquesta mateixa 
concentració de glucosa apareix una disminució moderada però significativa en els nivells gènics de 
Glp1r207,208,209. No hi ha alteracions en l’expressió gènica de les arrestines (Arrb1 i Arrb2), proteïnes 
carcassa que s’adapten al receptor acoblat a proteïna G de Glp1r i promouen la seva funcionalitat147 però 
sí s’observa una disminució en els nivells de dues subunitats de l’enzim PKA, la subunitat reguladora 
Prkarb1 i la subunitat catalítica Prkaca1, com també d’Akap11. Per altra banda, l’estudi de la senyalització 
d’AMPc que segueix la via Epac 1/2 mostra un augment en els nivells d’expressió del gen Rapgef3 (Epac 
1). Finalment hem estudiat els factors de transcripció Creb i Nfat, efectors de la part final de la via  
d’AMPc/PKA i AMPc/Epac, respectivament. En aquest cas no apareixen diferències en els nivells dels 
transcrits que codifiquen per Nfat però sí una reducció  moderada de la isoforma Creb3 i en una de les 
seves principals dianes transcripcionals, FoxO1.  
 
Figura 32. Expressió gènica de receptors, mediadors i efectors de la via de senyalització de les incretines en illots isolats 
d’animals control i β-Gsα KO a p28.  Els valors del grup control s’han normalitzat a 1. L’expressió gènica ha estat normalitzada 





Per tal d’assegurar-nos que no apareixen mecanismes compensatoris i/o un desequilibri entre la 
senyalització Gs-AMPc i Gi-AMPc com a conseqüència de l’ablació de Gsα en cèl·lula β, hem analitzat 
els nivells d’expressió gènica dels tres gens que codifiquen per les isoformes de la subunitat G inhibidora 
en la cèl·lula β (Gnai1, Gnai2 i Gnai3) en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28 (Fig. 33). No 
obstant, no s’observen alteracions estadísticament significatives entre illots KO i control, suggerint que no 




Figura 33. Expressió gènica de les tres subunitats Gi (Gnai1, Gnai2 i Gnai3) en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28.  
Els valors del grup control s’han normalitzat a 1. L’expressió gènica ha estat normalitzada en funció de l’expressió del gen de 




A continuació hem estudiat el factor de transcripció Creb el qual ha sigut descrit com a factor clau en la 
secreció d’insulina, transcripció del gen de la insulina i la supervivència de la cèl·lula β121. Hem analitzat 
els nivells totals de proteïna de Creb per WB en illots isolats de ratolins control i β-Gsα KO a p28. Una 
setmana després del deslletament, els illots β-Gsα KO exhibeixen una disminució significativa en els 
nivells totals de proteïna (Creb/tubulina) així com en els nivells de fosforilació a (pCreb/Creb) en 
comparació amb els illots control (Fig. 34A-C).   
 
Figura 34.  A WB del nivells de Creb en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO p28. B Quantificació per densiometria del 
panell (a) dels nivells basals de Creb (Creb/Tubulina) (Unitats arbitràries= U.A) i C nivells de fosforilació de Creb (p-Creb/Creb). 
Els valors del grup control s’han normalitzat a 1. Els valors representen mitjana±SEM de n n= 4 animals de cada genotip de 3 
experiments independents **p<0.01. 
 
La disminució en els nivells d’activació de Creb que apareix en illots isolats d’animals β-Gsα KO a  p28 
ens ha sorprès que fos moderada ja que tal  i com s’ha mostrat anteriorment, els nivells basals d’AMPc 




són molt baixos en aquesta edat en comparació amb el grup control. Aquest resultat ens fa pensar que la 
fosforilació del factor de transcripció dels illots transgènics podria venir donada per altres quinases 
diferents a PKA que puguin estar relacionades amb la via de senyalització.   
Aleshores hem estudiat els nivells basals d’activació de la quinasa  Erk1/2 en illots isolats d’animals 
control i β-Gsα KO a p28. Aquesta quinasa s’activa per la via AMPc/ePAC/Rap1 i fosforila a Creb, entre 
d’altres efectors129. Tal i com es pot observar a la Figura 35 no s’observen alteracions en el ratio 
d’activació basal d’Erk en els illots deficients per Gsα en comparació amb el grup control.  
 
Figura 35. A WB del nivells d’Erk1/2 en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO p28. B Quantificació per densiometria del 
panell (a) dels nivells d’activació d’Erk1/2 (p-Erk1/2/Erk1/2). Els valors del grup control s’han normalitzat a 1. Els valors 
representen mitjana±SEM de n=7 animals de cada genotip de 2 experiments independents. 
 
Per estudiar en més profunditat la funcionalitat de la via de senyalització Gs/AMPc, hem realitzat un 
experiment  d’estimulació aguda a 5 i 15 minuts en illots controls i β-Gsα KO de sis setmanes d’edat 
després d’una recuperació d’una nit en medi complet seguit d’un blanqueig amb medi RPMI 0.5% de FBS 
i 8 mM de glucosa. Els illots β-Gsα KO incubats amb exendina-4 no presenten un augment en els nivells 
de fosforilació de Creb, mentre que tal i com esperàvem, en el cas dels illots control s’observa una 
activació del factor de transcripció quan s’estimula la via de senyalització  (Fig. 36).  
 
Figura 36. A WB de Creb en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO de 4-6 setmanes d’edat després d’una estimulació aguda 
a 5 i 15 min amb exendina-4 (200 nM) amb 0.1% FBS i 8 mM de glucosa.  B Quantificació densiomètrica del panell (a) dels 
nivells d’activació de Creb (p-Creb/Creb). Un cop s’han isolat els illots, s’incuben 24 h en medi complet amb 10% de FBS i 11 mM 
de glucosa i seguidament es posen en medi de deprivació durant 24 h amb 0.1% FBS i 8 mM de glucosa per tal de realitzar 
l’experiment el dia següent. Els valors de la condició control (0 min) s’han normalitzat a 1. Els valors representen mitjana±SEM de 




En aquest experiment d’estimulació aguda també hem analitzat els nivells de fosforilació d’Erk1/2. 
Després de l’incubació amb exendina-4 es pot observar que grup control respon adequadament 
augmentant de manera sostinguda l’activació de la quinasa en els dos temps, mentre que en el cas dels 
illots β-Gsα KO als 15 minuts d’estimulació la fosforilació arriba pràcticament als nivells basals (Fig. 37). 
Aquest resultat coincideix amb articles de la literatura demostrant que l’AMPc contribueix en el 
manteniment de la fosforilació de Erk1/2112.  
Figura 37. A WB de la quinasa Erk1/2 en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO de 4-6 setmanes d’edat després d’una 
estimulació aguda a 5 i 15 min amb exendina-4 (200 nM) amb 0.1% FBS i 8 mM de glucosa. B Quantificació densiomètrica del 
panell (a) del nivell d’activació d’Erk (p-Erk/Erk). Un cop s’han isolat els illots, s’incuben 24 h en medi complet amb 10% de FBS i 
11 mM de glucosa i seguidament es posen en medi de deprivació durant 24 h amb 0.1% FBS i 8 mM de glucosa per tal de 
realitzar l’experiment el dia següent. Els valors de la condició control (0 min) s’han normalitzat a 1. Els valors representen 
mitjana±SEM de 3 grups d’animals cada n amb n=2 de cada condició de 2 experiments independents ***p<0.001 (Ct) / 
###p<0.001 (β-Gsα KO). 
 
Seguidament hem estudiat dianes gèniques conegudes de Creb per tal de verificar les conseqüències de 
la menor activació d’aquest factor de transcripció. Entre les dianes analitzades hi ha els gens  Igf1r i 
Irs2179  de la via d’igf1/insulina, els  gens marcadors d’identitat de cèl·lula β Pdx1 i Mafa  i el regulador de 
cicle cel·lular Ccna2121 el qual es troba disminuït en els illots β-Gsα KO a p28 tal i com hem mostrat 
anteriorment en la Fig. 29.  
 
Trobem una disminució significativa dels mRNAs de Pdx1 i Mafa. En canvi, l’expressió d’altres gens 
específics de cèl·lula β no dianes de Creb com NeuroD1, Nkx6.1, Ngn3 i IaPP no es troben alterats en els 
illots deficients per Gsα en cèl·lula β, la qual cosa suggereix que la reducció en Pdx1 i Mafa no es pot 
explicar només per un menor contingut de cèl·lula β per illots  (Fig. 38A). Per altra banda, els illots β-
GsαKO mostren una reducció significativa en els nivells d’expressió gènica de Igf1r mentre que Irs2 es 
troba moderadament augmentat. Donat que Irs2 també s’expressa a cèl·lula α, hem estudiat la seva 
expressió en cèl·lules β purificades mitjançant FACS d’illots que expressen YFP en cèl·lula β (veure a 
Mètodes). Veiem que Irs2 que apareixia augmentat en illots sencers en cèl·lula β s’observa clarament 
reduït quan ho estudiem de manera específica en les cèl·lules β recombinades (Fig. 38B). Confirmant els 
resultats obtinguts amb illots sencers, els nivells d’expressió de Igf1r (específic de cel·lula β) i Ccna2 són 
significativament menors en comparació amb el control.  Aquestes dades suggereixen que la resta de 
cèl·lules de l’illot pancreàtic que no són β o bé que no han recombinat estan contribuint d’alguna manera 
en l’augment dels nivells d’expressió de Irs2.  
 





Figura 38. A Nivells d’expressió gènica basals de dianes conegudes de Creb i marcadors d’identitat de cèl·lula β (no dianes de 
Creb) en illots isolats d’animals control i  β-Gsα KO a p28. B Nivells d’expressió gènica basals de les tres dianes principals de 
Creb no específiques de cèl·lula β en cèl·lules dissociades d’illots d’animals control i β-Gsα KO purificades mitjançant FACS 
d’illots que expressen YFP en cèl·lula β a p28. Els valors del grup control s’ha normalitzat a 1. Expressió normalitzada en funció 
de l’expressió del gen de Tbp.  Els valors representen mitjana±SEM de n=7-12 animals de cada genotip *p<0.05 **p<0.01 
***p<0.001 
 
A continuació, hem corroborat la disminució del factor de transcripció Mafa a nivell proteic, mitjançant WB 
utilitzant extractes totals d’illots frescos isolats de ratolins β-Gsα KO i controls a p28 (Fig. 39). 
 
Figura 39. A Immunofluorescència de pàncrees fixats d’animals control i Ins1Cre/+ ; Gnasf/f ;Rosa26YFP/YFP   p28 utilitzant 
anticossos  contra insulina (blau), YFP (verd) i Mafa (vermell). B Quantificació del nombre de cèl·lules Mafa+ YFP+ respecte el 
total de cèl·lules YFP+ (%). Els valors representen mitjana±SEM de n=2-4 animals de cada genotip *p<0.05 
 
Aquests resultats venen acompanyats d’una disminució estadísticament significativa en els nivells totals 






Figura 40.  A WB dels nivells totals de proteïna Mafa d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28.  B Quantificació  per 
densitometria del panell (a) (Mafa/Tubulina).  La tubulina s’ha utilitzat per tal de normalitzar els nivells de proteïna. El grup control 
s’ha normalitzat a 1. Els valors representen mitjana±SEM de 4 animals de cada genotip **p<0.01 
 
En conjunt, els resultats obtinguts fins el moment demostren que la deficiència de la subunitat Gsα en la 




Expressió gènica de components de vies de senyalització implicades en proliferació de la cèl·lula β  
 
Publicacions prèvies han demostrat l’efecte de diverses vies de senylatizació sobre la proliferació en la 
cèl·lula β. Hem estudiat algunes d’aquestes vies en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO  amb 
l’objectiu d’establir la seva possible contribució en el fenotip d’aquest model trangènic.  
Aleshores, hem analitzat les vies estimulades pels factors PDGF (factor de creixement derivat de 
plaquetes)210 i la via EGFR-BTC (receptor del factor de creixement epidèrmic i betacel·lulina) que també 
intervé en la regulació de la proliferació, regeneració i expansió de la massa cel·lular β211,212.  
 
Els resultats no mostren alteracions en els receptors PdgfrA i PdgfrB com tampoc en els seus lligands, 
suggerint que aquesta via no es troba afectada per la deleció de Gs, almenys a nivell gènic (Fig. 41A). Pel 
que fa als nivells d’expressió de la via EGFR-BTC observem un incremenet general moderat dels gens 
Erbb2, Erbb3 i Btc suggerint que aquesta via de senyalització no està contribuïnt en el defecte en 
l’expansió de la massa cel·lular  β fent-lo menys evident que si es trobés alterada en els illots  β-Gsα KO 
(Fig. 41B).  
 
 





Figura 41. A Nivells d’expressió gènica d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28 de la via de senyalització PDGF (n=7-
10) i B la via de senyalització EGFR-BTC (n=7-10). Expressió normalitzada en funció de l’expressió del gen de Tbp. Els valors 
representen mitjana±SEM de n=7-12 animals de cada genotip *p<0.05. 
 
Alteracions moleculars en edats anteriors a p28 
Per tal de determinar si les principals alteracions en la via Gs-AMPc observades a p28 apareixen en edats 
més joves, hem analitzat per RT-PCR els nivells d’expressió dels principals gens clau en illots isolats 
control  i β-Gsα a p14 i p7.  
   
A p14 els illots β-Gsα KO ja manifesten una reducció significativa en l’expressió dels receptors Glp1r i 
Gipr juntament amb un augment significatiu en el nivells de Gcgr (Fig. 42A). Pel que fa als components de 
la senyalització de la via Gs-AMPc/PKA, mostren una reducció en Prkarb1 i FoxO1 així com un augment 
lleuger en els nivells de Creb1 i Creb3, segurament degut a un mecanisme de compensació. La 
disminució en els nivells del receptor d’incretina Glp1r  ja és evident des de la primera setmana de vida, 
juntament amb una reducció en l’expressió de Igf1r i els marcadors d’identitat de cèl·lula β Mafa i Pdx1 els 
quals es troben disminuïts més del 50% en comparació amb els illots control  (Fig. 42B). 
 
Figura 42. A Nivells d’expressió dels principals gens alterats a p28 de la via Gs-AMPc/PKA en illots isolats d’animals control i β-
Gsα KO a A p14 i B p7. Expressió normalitzada en funció de l’expressió del gen de Tbp. Els valors representen mitjana±SEM de 
n=7-12 animals de cada genotip *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
 
Aquests resultats indiquen que la via de senyalització Gs-AMPc/PKA es troba alterada des d’una etapa 




ESTUDI DE LA VIA DE SENYALITZACIÓ DE IGF1/INSULINA EN LA CÈL·LULA β 
S’ha demostrat que la deleció genètica de Glp1r o bé en combinació amb Gipr a la cèl·lula β no té un 
impacte en la massa cel·lular β en condicions fisiològiques en ratolins adults141,143,144,198. Aquesta 
observació genera dubtes sobre el paper real de la senyalització guiada per incretines en l’expansió 
postnatal i en l’establiment de la massa massa cel·lular β. Contràriament, la deleció genètica combinada 
d’Insr i Igf1r produeix una reducció clara en l’establiment postnatal de la massa cel·lular β que es fa 
evident a les dos setmanes de vida142,173,178,213. Tenint en compte que l’expressió gènica d’Igf1r  i Irs2  és 
regulada per AMPc110,115 i que ambdós gens es troben disminuïts en els illots d’animals β-GsαKO des 
d’una etapa postnatal temprana, hem volgut estudiar amb més detall el paper potencial de la via 
d’Igf1/Insulina  en el defecte en l’expansió de la massa cel·lular β observat en els animals deficients per 
Gsα en la cèl·lula β.  
 
Regulació de la proliferació en resposta a insulina 
En primer lloc per tal d’estudiar la resposta proliferativa en resposta a lligands de la via Gs-AMPc 
(exendina-4) i la via de l’Igf1/Insulina (insulina i Igf1), hem dissociat illots de ratolins β-Gsα KO i controls 
de 4-6 setmanes d’edat mitjançant una digestió amb tripsina per tal d’obtenir les DICS (Fig. 43). Hem 
incubat les cèl·lules durant 24 hores amb les molècules indicades i seguidament hem analitzat els nivells 






Figura 43. Imatge representativa d’una immunofluorescència amb insulina (vermell) d’un cultiu de 3 dies de DICS d’animals 
control C57BL/6J de 6 setmanes d’edat. 
 
Tal i com es pot observar a la Figura 44A, sorprenentment malgrat la reducció en l’expressió del Igf1r 
l’estimulació amb igf1 exhibeix una resposta proliferativa molt semblant entre les cèl·lules KO i les control. 
Pel que fa a l’estimulació amb insulina, les DICS no presenten una resposta mitogènica a l’hormona a 
diferència del grup control que respon correctament augmentant la taxa de proliferació de manera 
significativa. Per altra banda, tal i com era d’esperar el grup β-Gsα KO no respon a exendina-4 a 
diferència del grup control que augmenta els nivells de proliferació en comparació amb la seva condició 
basal.  
Seguidament hem volgut conèixer i establir el paper de la senyalització de la insulina en la resposta 
proliferativa a Glp1. Hem estimulat DICS d’animals C57B6 adults amb exendina-4, forskolina i insulina en 
presència o absència de l’antagonista competitiu específic del receptor de insulina anomenat S961. L’ús 
d’aquest antagonista ens permet estudiar si la inducció de la proliferació de la cèl·lula β induïda per la 
senyalització Gs-AMPc a través de forskolina i exendina-4 és dependent de l’activació de la via de la 
insulina.   




Després d’un blanquejament de les cèl·lules a 5 mM de glucosa i 0.1% FBS, les hem incubat amb les 
diferents condicions mencionades anteriorment en presència o absència de S961 durant 24 hores. Els 
resultats mostren que l’antagonista del receptor d’insulina S961 bloqueja la inducció de la proliferació en 
resposta a l’activació de la via Gs-AMPc i la via de la insulina (control positiu) (Fig. 44B).  
Figura 44. A Estudi de la taxa de proliferació a través de l’incorporació relativa de BrdU en DICS obtingudes d’illots d’animals 
C57BL/6J adults. Les DICS s’han estimulat amb exendina-4 (200 nM), forskolina (10 μM)  o insulina humana recoombinant (10 
nM)  amb 0.1% FBS i 8 mM de glucosa durant 24 hores. B Estudi de la taxa de proliferació a través de l’incorporació relativa de 
BrdU en DICS obtingudes d’illots d’animals C57BL/6J adults. Les DICS s’han estimulat amb exendina-4 (200 nM), forskolina (10 
μM)  o insulina humana recombinant (10 nM) durant 24 hores en presència o absència de l’antagonista del receptor de insulina, 
S961 amb 0.1% FBS i 8 mM de glucosa. Les comparacions s’han realitzat en les diferents condicions d’incubació entre presència 
i absència de S961.  Els valors representen mitjana±SEM de 2 experiments independents n=9-11.  *p<0.05 ***p<0.001 
 
Aquests resultats demostren que la insulina no té capacitat mitogènica sobre les cèl·lules d’illots β-
GsαKO. D’altra banda, en cèl·lules d’illots control l’activació de la proliferació en resposta a Exendina-4 i 
Forskolina requereix que la via de senyalització de l’insulina sigui operativa. 
Caracterització de la via Igf1/Insulina en illots  β-Gsα KO 
Les dades obtingudes sobre la pèrdua de la capacitat mitogènica a insulina de les cèl·lules β-Gsα KO, 
així com la disminució significativa en l’expressió de  Igf1r i Irs2 mostrat anteriorment en la Figura 38, ens 
ha portat a aprofundir sobre l’impacte de la deleció de Gsα en la senyalització de la via de la insulina en la 
cèl·lula β.  
Lligands de la via  
En primer lloc hem estudiat l’expressió gènica dels lligands Igf1, Igf2 i la insulina en illots de p28. En 
ratolins, hi ha dos gens que codifiquen per la insulina: Ins1 i Ins2.  S’observa una disminució significativa 
en l’expressió gènica de Ins1 (60% vs. Ct) el qual és específic de cèl·lula β (Fig. 45A), mentres que Ins2 
no es troba afectat. L’expressió d’Igf1 i Igf2 tampoc és diferent entre KO i controls. Amb aquests resultats 
hem volgut estudiar si aquests defectes gènics es tradueixen en una alteració en el contingut d’insulina. 
Tal i com es pot observar a la Figura 45B, el contingut d’insulina a p28 és molt baix en comparació amb 
els illots control.  
La insulina es sintetitza com a prohormona que madura cap a insulina en el grànul de secreció gràcies a 
l’acció de de les peptidases Pcsk1/3, Pcsk2 i Cpe.  Hem observat que l’expressió d’aquestes està 
alterada en illots KO destacant la reducció dels nivells de mRNA de Pcsk1/3 i Pcsk2 (Fig. 45C).  Aquesta 
observació ens ha portat a analitzar el contingut de proinsulina de l’illot el qual trobem incrementat de 




estan augmentats (Fig. 45E) i això va acompanyat d’una dismunicó del pèptid C circulant (Fig. 45F) en 
comparació amb el grup control. 
 
 
Figura 45. A Expressió gènica dels lligands de la via d’Igf1/Insulina en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO p28. B Expressió 
gènica dels principals enzims responsables de la maduració de la insulina en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO p28. Els 
valors del grup control s’han normalitzat a 1. Expressió normalitzada en funció de l’expressió del gen de Tbp. C-D Contingut 
d’insulina (ng/illot) i proinsulina (pg/illot), respectivament en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO p28. E-F Nivells plasmàtics 
de proinsulina (pmol/l) i Pèptid-C (pmol/l) d’animals control i β-Gsα KO p28, respectivament.. n=4-12 animals de cada genotip. Els 
valors representen mitjana±SEM de 2 experiments independents *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 
 
Aquests resultats demostren que els animals β-Gsα KO presenten uns nivells molt baixos d’insulina tan a 
nivell gènic com a nivell de contingut proteic. Això, ve acompanyat  d'un defecte en el processament de la 
insulina que es tradueix a un increment en els nivells tan de contingut com plasmàtics de la prohormona.  
Receptors de la via  
Els resultats obtinguts en els assajos de proliferació on es mostra que els illots β-Gsα KO no responen a 
insulina exògena ens ha portat a pensar que també  podia haver-hi defectes a nivell del seu receptor. Per 
tal de comprovar-ho, inicialment  hem estudiat els nivells d’expressió gènica del receptor de la insulina en 
cèl·lules β purificades d’illots isolats Ins1Cre/+ ; Gnasf/f ; Rosa26YFP/YFP a p28. S’observa una disminució 
significativa en els nivells d’expressió d’Insr en comparació amb el grup d’illots control (Fig. 46A).  Aquest 
resultat es troba en línia amb una disminució significativa en els nivells totals de proteïna tan de Insr (Fig. 
46B-C), com d’Igf1r (Fig. 46D-E) que està d’acord amb la disminució en la seva expressió gènica 
observada en resultats mostrats anteriorment. 
 






Figura 46. A Nivells d’expressió gènica de Insr en illots isolats d’animals control i Ins1Cre/+ ; Gnasf/f ; Rosa26YFP/YFP a p28. B WB 
de Insr d’extractes proteics d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28. C Quantificació densiomètrica dels nivells de totals 
de proteïna (Insr/Tubulina) del panell (b). D WB d’Igf1r d’extractes proteics d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28. E 
Quantificació densiomètrica dels nivells de totals de proteïna (Igf1r/Tubulina) del panell (d). En tots els experiments els valors del 
grup control s’han normalitzat a 1. Els valors representen mitjana±SEM de 3 experiments independents amb n=4-7 animals de 
cada genotip *p<0.05 **p<0.01. 
 
El receptor d’insulina presenta dues isoformes provinents d’un mecanisme d’splicing o processament 
alternatiu del seu pre-mRNA. Per una banda es genera Insr-A el qual conté l’exó 11, mentre que la 
isoforma Insr-B l’exclou. Per tal d’estudiar les dues isoformes del receptor hem utilitzat encebadors que 
amplifiquen ambdues variants i per altra banda encebadors específics per Insr-B. Hem quantificat per RT-
PCR els nivells del transcrit Insr-B els qual es mostra reduït en comparació amb el grup control (60% vs 
Ct) en illots isolats p28 (Fig. 47A). A continuació, per tal d’estudiar de manera més específica el 
percentatge de disminució d’aquest receptor en la cèl·lula β, hem generat DICS d’animals control i 
Ins1Cre/+; Gnasf/f ;Rosa26YFP/+. Els resultats exhibeixen una reducció encara més evident dels nivells d’Insr-
B en comparació amb les cèl·lules control demostrant que l’afectació d’aquest receptor és específic de 
cèl·lula β (Fig. 47B).  
Per tal d’estudiar el balanç entre Insr-A/Insr-B hem realitzat una PCR convencional i hem analitzat les 
dues bandes corresponents a cada isoforma gràcies a la diferència en mida que presenten a l’incloure o 
excloure l’exó 11 (Fig. 47C-D). Utilitzant encebadors específics pels exons 10 i 12 es pot observar com 
els illots isolats d’animals β-Gsα KO a p28 mostren un major quocient Insr-A/Insr-B en comparació amb el 
grup control,  reforçant el resultat que els animals presenten una disminució en els nivells de Insr-B, tot i 







Figura 47. A Nivells d’expressió gènica d’Insr-B en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO p28. B Nivells d’expressió gènica 
d’Insr-B en cèl·lules β purificades d’illots control i Ins1Cre/+; Gnasf/f ;Rosa26YFP/+ a p28 n=4-6 Expressió normalitzada en funció de 
l’expressió del gen de Tbp. Els valors del grup control s’han normalitzat a 1. C Imatges representatives d’una PCR convencional 
utilitzant encebadors que amplifiquen les dues isoformes de l’Insr expressades en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28 
n=7-10. D Quantificació desniomètrica del panell (c) (Insr-A/Insr-B). L’actina s’ha utilitzat com a control intern. Els valors 
representen mitjana±SEM de 3 experiments independents amb 7-10 animals de cada genotip **p<0.01 ***p<0.001. 
 
S’han descrit diversos factors d’splicing que regulen la distribució relativa de Insr-A i Insr-B que varien en 
funció del teixit, l’edat, l’estat de salut i del desenvolupament159. Srsf3, Srsf1 (anteriorment coneguts com 
SRp20 i SF2/ASF, respectivament) i Mbnl1 s’uneixen als potenciadors de splicing exònics de l’exó 11, 
augmentant la seva inclusió, mentre que Celf1 (Cugbp1/Elavl1) promou l’exclusió per unió al silenciador 
exònic. D’aquesta manera, els ratios relatius de Srsf3 i Srsf1 respecte Celf1 en els diferents tipus 
cel·lulars determina el grau d’inclusió de l’exó156. L’estudi d’expressió gènica en illots isolats d’animals 
controls i β-Gsα KO a p28 mostren una disminució en l’expressió de Srsf1, juntament amb un augment de 
Celf1 (Fig. 48), dades que correlacionen amb la reducció en els nivells de la isoforma B que hem observat 
anteriorment. 
 
Figura 48. Expressió gènica basal de factors d’splicing que regulen la distribució del receptor de insulina en illots isolats 
d’animals control i β-Gsα KO a p28 n=7-10. L’expressió està normalitzada en funció de l’expressió del gen de Tbp. Els valors del 
grup control s’han normalitzat a 1. Els valors representen mitjana±SEM de 2 experiments independents  *p<0.05  




Aquests resultats indiquen que la deficiència en la subunitat Gsα en cèl·lula β produeix una disminució en 
els nivells de receptor d’insulina tan a nivell gènic com a nivell proteic juntament amb una alteració en la 
distribució de les seves  isoformes donant lloc a una reducció en Insr-B  i un augment en la proporció Insr-
A/Insr-B. 
Mediadors intracel·lulars de la via Igf1/Insulina en illots β-GsαKO 
Els resultats anteriors són compatibles amb la hipòtesi que alteracions autocrines en la senyalització de la 
via d’Igf1/Insulina podrien ser responsables del defecte en l’expansió de la massa cel·lular β en els 
animals  deficients per Gsα en l’etapa postnatal temprana. Per tal d’estudiar l’estat d’activació de la via, 
hem analitzat els nivells de fosforilació del principal mediador, la quinasa Akt, en extractes proteics d’illots 
isolats d’animals control i β-GsαKO a p28. Els resultats mostren una reducció de més del 50% en 
l’activació de la proteïna en comparació amb el grup control (Fig. 49A-C). Així mateix, la fosforilació de la 
proteïna ribosomal S6, efectora de la senyalització per mTORC1 i que s’ha relacionat amb la proliferació 
de la cèl·lula β induïda per Akt214, també presenta una disminució en la seva activació en els illots β-
GsαKO a p28 en comparació amb el grup control acompanyat d’un augment modest en els nivells de 
proteïna total (Fig. 49D-F).  
 
Figura 49. A WB d’Akt d’extractes proteics d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28. B-C Quantificació densitomètrica 
del panell (a) dels nivells totals (Akt/Tubulina) de proteïna i nivells de fosforilació o d’activació (p-Akt/Akt), respectivament. D WB 
de la proteïna ribosomal S6 en extractes proteics d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28. G Quantificació 
densiomètrica del panell (d) dels nivells d’activació del mediador (p-S6/S6). La tubulina s’ha utilitzat com a control de càrrega.  Els 
valors del grup control s’han normalitzat a 1. Els valors representen mitjana±SEM de 3 experiments independents amb n=3-5 
animals de cada genotip  *p<0.05 ***p<0.001  
 
La disminució en l’activació d’Akt es relaciona amb un augment estadísticament significatiu dels nivells 
basals d’expressió de Ptp1n a p28 (Fig. 50), una fosfatasa que actua com a mediador negatiu en la via de 
la insulina172.  Aquest augment pot contribuir accentuant el defecte observat en la via de senyalització  de 





Figura 50. Nivells d’expressió gènica basal de Ptp1n en illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28. L’expressió està 
normalitzada en funció de l’expressió del gen de Tbp. Els valors representen mitjana±SEM de n=4-6 animals de cada genotip.  
***p<0.001   
 
Hem volgut comprovar si la reducció en els nivells d’activació d’Akt estar relacionada directament amb la 
via de les incretines. Veiem que l’estimulació aguda amb exendina-4 no indueix canvis en els nivells de 
fosforilació d’Akt ni en illots isolats β-Gsα KO ni en el grup control (Fig. 51A-C), com tampoc en 
l’experiment d’estimulació a més llarg termini durant 24 hores (Fig. 51C-D). Aquests resultats indiquen 
l’absència d’un efecte directe de la senyalització Glp1 sobre la quinasa Akt, almenys en aquest context 
experimental.  
 
Figura 51. A WB d’Akt d’extractes proteics d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28 després d’una estimulació aguda (5 i 
15 min) amb exendina-4  (200 nM) amb 0.5% FBS i 8 mM de glucosa. B Quantificació densiomètrica del panell (a) dels nivells 
d’activació d’Akt (p-Akt/Akt). C WB d’Akt d’extractes proteics d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p28 després d’una 
estimulació durant 24 h amb exendina-4  (200nM) amb 1% FBS i 8 mM de glucosa.D. Quantificació densiomètrica del panell (c) 
dels nivells de fosforilació d’Akt (p-Akt/Akt). Prèviament a realització dels experiments, després de l’isolament els illots es 
recuperen una nit en medi complet (10% FBS i 11mM de glucosa) i seguidament es realitza un blanquejament amb 0.5% FBS i 8 
mM de glucosa durant 5-6 h o una nit per tal de procedir a l’experiment d’estimulació. Els valors del grup control s’han normalitzat 
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Activació aguda de la via de l’insulina 
L’estimulació aguda durant 5 minuts amb insulina recombinant humana en illots isolats β-Gsα KO no 
indueix un augment dels nivells de fosforilació del Insr com tampoc d’Akt a diferència del que s’observa en 
el grup control (Fig. 52A-D). Per altra banda, l’activació de la quinasa Erk1/2 sembla no estar involucrada 
a curt termini en la regulació per insulina ja que no observem canvis en en la seva activació en cap dels 
dos grups experimentals (Fig.  52E-F).  
 
Figura 52. A  WB representatiu dels nivells de fosforilació d’Insr, d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO p28 en resposta a 
l’estimulació amb Insulina humana recombinant (10 nM) durant 5 min amb 0.1% FBS i 5 mM de glucosa. B Quantificació per 
densitometria del panell (a). C WB representatiu dels nivells de fosforilació d’Akt d’extractes proteics d’ illots isolats d’animals p28 
control i β-Gsα KO, estimulats durant 5 min amb insulina humana recombinant (10 nM) amb 0.1% FBS i 5 mM de glucosa. D 
Quantificació per densitometria del panell (c). E WB representatiu dels nivells de fosforilació d’Erk1/2 en resposta aguda (5 i 15 
min) amb insulina humana recombinant (10 nM) en illots controls i gen anul·lats p28. F Quantificació per densitometria del panell 
(a). Els valors representen mitjana±SEM de 2 experiments independents. Prèviament a realització dels experiments, després de 
l’isolament els illots es recuperen una nit en medi complet (10% FBS i 11mM de glucosa) i seguidament es realitza un 
blanquejament amb 0.1% FBS i 5 mM de glucosa durant una nit per tal de procedir a l’experiment d’estimulació. En tots els 
experiments els valors del grup control s’han normalitzat a 1. Els valors representen mitjana±SEM de 3 experiments 






Alteracions moleculars en edats anteriors a p28 
Per tal de determinar si les alteracions en la via de l’insulina són evidents en etapes anteriors a les quatre 
setmanes d’edat,  hem isolat illots d’animals control i β-Gsα KO a p7 i p14.  
A p7  els ratolins deficients per Gsα ja exhibeixen una reducció significativa en els nivells d’expressió 
gènica de Ins1, Pcsk1/3, així com en la isoforma B del receptor de l’insulina (Fig. 53A). En línia amb 
aquests resultats, els illots d’animals β-Gsα KO mostren un menor contingut d’insulina des de p7 que es 
manté a nivells molt baixos a p14 en comparació amb el grup control, acompanyat d’un augment en la 
proinsulina plasmàtica (Fig. 53B-C). Finalment, el defecte en l’activació basal del mediador Akt ja és 
evident des de p14 en els illots  β-Gsα KO en comparació amb el grup control (Fig. 53E-D). Aquests 
resultats demostren que la deleció de la subunitat Gsα en la cèl·lula β del pàncrees té un impacte en una 
etapa molt temprana sobre la via de transducció de senyal de la insulina. 
 
 
Figura 53. A  Nivells d’expressió de gènica de Ins1, Pcsk1/3, Pcsk2 i Insr-B en illots isolats de ratolins control i β-Gsα KO a p7. 
L’expressió està normalitzada en funció de l’expressió del gen de Tbp.  B Contingut d’insulina (ng insulina/illot) en illots d’animals 
control i β-Gsα KO a p7 i p14. C Nivells plasmàtics de proinsulina (pmol/l) d’animals control i β-Gsα KO a p14. D  WB dels nivells 
de fosforilació d’Akt d’extractes proteics d’illots isolats d’animals control i β-Gsα KO a p14.  E Quantificació per densitometria del 
panell (e) (p-Akt/Akt). Els valors del grup control s’han normalitzat a 1. n=7-10. Els valors representen mitjana±SEM de 2 











REGULACIÓ DE L’EXPRESSIÓ GÈNICA D’ILLOTS EN RESPOSTA A INSULINA I  AMPc 
Finalment hem estudiat si l’expressió d’alguns dels gens que hem trobat alterats en els animals β-Gsα 
KO, és regulada de manera directa pels nivells d’AMPc o bé per insulina (Fig. 55). Per tal de portar-ho a 
terme hem incubat illots isolats d’animals C57B6J adults durant 48 hores en presència d’exendina-4, 
forskolina i insulina. Es coneix que la glucosa té la capacitat de regular l’expressió de diferents gens, i 
donada la connexió existent entre glucosa i insulina, hem realitzat l’experiment en dues concentracions 
diferents: a una concentració fisiològica (5 mM) i a una concentració estimuladora  (8 mM)215. 
En primer lloc, podem observar com els dos gens de la insulina (Ins1, Ins2) presenten un patró 
d’expressió molt semblant en les diferents condicions esmentades. Ambdós gens venen regulats per 
glucosa augmentant de manera significativa la seva expressió a 8 mM, tal i com demostren estudis previs 
tot i que el mecanisme pel qual aquest gen es regula no està ben elucidat33,46,216. Ins1 i Ins2 també 
augmenten els seus nivells gènics per un augment en AMPc induït per forskolina. A diferència de la 
incubació amb exendina-4, on els nivells del segon missatger AMPc no augmenten tan com quan 
s’estimula amb forskolina, que no s’observen diferències significatives. Pel que fa a les regulacions a 8 
mM  de glucosa, podem veure com aquestes regulacions es perden segurament degut a que l’estimulació 
de la transcripció del gen ja arriba al seu màxim llindar. 
Per altra banda, la regulació del factor de transcripció Mafa i la proconvertasa Pcsk1/3, gens clau en la 
maduració de la cèl·lula β, també es troben augmentats a 8 mM de glucosa en comparació a la condició 
de glucosa no estimuladora. A més a més, a aquesta mateixa concentració, Mafa és regulat positivament 
per exendina-4, tal i com està descrit a la literatura per activació del factor de transcripció Creb116 i 
sorprenentment també per insulina, la regulació inversa al que demostren estudis previs on el factor de 
transcripció regula directament el promotor de la insulina augmentant els seus nivells d’expressió37,38. A 
més, també es pot observar una regulació de l’expressió de Pcsk1/3 per glucosa però no per AMPc ni per 
insulina.   
Tal i com esperàvem, Igf1r no és regulat per glucosa però sí que augmenta els seus nivells d’expressió  
en les dues condicions de glucosa per forskolina i a 8 mM per exendina-4, dades que estan en línia amb 
el que està descrit a la literatura207,217. Contràriament, a 5 mM de glucosa la insulina disminueix Igf1r 
suggerint un mecanisme de compensació d’un dels seus possibles receptors d’unió. L’expressió gènica 
de InsrB no apareix modificada per la pròpia glucosa però sí per insulina a 5 mM, resultat que coincideix 
amb el que  Malakar et al. han descrit recentment157. Aquesta regulació es perd quan augmenta la 
concentració de glucosa.   
Curiosament, el factor de processament del receptor de la insulina que inclou l’exó 11 anomenat Srsf1 
apareix regulat de manera positiva en les dues concentracions de glucosa quan augmenten els nivells 
d’AMPc per forskolina, mentre que disminueix per exendina-4 a 5 mM de glucosa. Aquest resultat no 
coincideix amb les poques dades que estan descrites a la literatura sobre les isoformes del receptor on 
s’atribueix una regulació positiva directament per la insulina157. 
Finalment, el receptor d’increines Glp1r apareix regulat positivament per glucosa, observació que 
contrasta amb publicacions prèvies on es mostra que concentracions elevades de glucosa (16.7 – 25 mM) 
porten a una disminució en els seus nivells d’expressió209, així com per forskolina a la concentració no 







Figura 55. A  Regulació dels nivells d’expressió dels principals gens alterats en els animals β-Gsα KO en resposta a AMPc i 
insulina en illots d’animals adults C57B6 estimulats durant 48 h amb insulina humana recombinant (10 nM), exendina-4 (200 nM) i 
forskolina (10 μM) a 5 mM o 8 mM de glucosa amb 0.1% FBS. L’expressió està normalitzada en funció de l’expressió del gen de 
Tbp.  n=6-8. L’expressió està normalitzada en funció de l’expressió del gen de Tbp. Els valors representen mitjana±SEM de 3 
experiments independents  d’un grup de 12 animals.  */#/$ p<0.05; **/##/$$ p<0.01; ***/###p<0.001 (* diferències entre 







































La diabetis és una de les principals causes de mort en els països subdesenvolupats i les complicacions 
de salut que se’n deriven comporten enormes despeses econòmiques en l’àmbit de la sanitat. Tot i els 
avenços i les millores en el coneixement de la malaltia, els pacients afronten greus problemes de salut i 
complicacions associades. Una massa cel·lular β funcional insuficient és clau en el desenvolupament de 
la patologia. L’objectiu principal per la cura definitiva de la diabetis és la restitució d’aquesta massa β 
absent o insuficient per respondre a la demanda d’insulina i mantenir l'homeòstasi de la glucosa. Dins el 
camp de la medicina regenerativa s'han proposat diverses estratègies, que inclouen entre altres el 
reemplaçament de les cèl·lules β perdudes utilitzant cèl·lules diferenciades generades a partir de cèl·lules 
pluripotents ex vivo, la regeneració in situ a partir de progenitors pancreàtics o d’altres tipus cel·lulars i 
finalment la promoció de la proliferació d’aquelles cèl·lules β romanents. Considerant aquesta darrera 
aproximació, l’adquisició de nous coneixements enfocats a determinar els mecanismes que regulen la 
proliferació i expansió de la massa cel·lular β durant el desenvolupament embrionari i l’etapa postnatal 
temprana amb el posterior declivi en la capacitat replicativa de les cèl·lules β adultes, s'ha convertit en 
una àrea d'estudi important dins la recerca en diabetis. Durant els últims deu anys, s’han descobert un 
gran nombre de factors i vies de senyalització que regulen la proliferació de la cèl·lula β: no obstant, la 
majoria d’estudis s’han realitzat en models animals i no sempre s’ha aconseguit reproduir els resultats en 
cèl·lules β humanes. La identificació de nous mecanismes que formin part  d’aquest procés seria de gran 
ajuda per el desenvolupament de teràpies de substitució i regeneració de cèl·lules β pel tractament de la 
diabetis.  
Una de les vies a les quals se’ls ha donat un paper mitogènic en la cèl·lula β és la intervinguda pels 
GPCR-Gsα, concretament la que és activada per incretines i que és dependent dels nivells del segon 
missatger AMPc. Els animals deficients per Gsα, activadora de l'AdC, tan en cèl·lula β 143 com en el 
pàncrees total 144 presenten hiperglucèmia, intolerància a la glucosa i una massa cel·lular β insuficient en 
l’edat adulta, que es correlaciona amb una disminució en la taxa de proliferació i un augment en els nivells 
d’apoptosi. Per altra banda, la subunitat inhibidora de l'AdC, Giα, també s’ha descrit com a moduladora de 
la proliferació en resposta principalment al receptor Adra2a (receptor adrenèrgic alfa 2) presentant el 
model genoanul·lat per Giα un efecte contrari al de Gsα sobre la massa cel·lular β 145. Aquestes 
evidències descrites en models animals transgènics suggereixen que les alteracions en la senyalització 
dels  receptors acoblats a aquestes proteïnes G que senyalitzen via AMPc podrien contribuir a la reducció 
del nombre de cèl·lules β observada en pacients amb DM2. De la mateixa manera, la inhibició de la 
senyalització Giα o l'activació de la senyalització Gsα podrien ser opcions terapèutiques per tal d'expandir 
el nombre de  cèl·lules β en els pacients diabètics.   
Tenint en consideració les publicacions prèvies existents, en aquesta tesi hem volgut aprofundir en el 
paper de l’AMPc en l’expansió de la massa cel·lular β durant l’etapa postnatal temprana. Per això, hem 
emprat un model animal en el qual hem eliminat la subunitat Gsα a la cèl·lula β pancreàtica, el ratolí β-
Gsα KO. Aquest model es diferencia del generat pel laboratori de Weinstein en el fet que el transgènic  
portador de la recombinasa Cre és un knockin que expressa Cre al locus Ins1 permetent la delecció 
específica en  cèl·lula β i no en neurones204. És important destacar que els dos models previs 
presentaven deficiències addicionals en el creixement postnatal de l’animal que els autors relacionen amb 
uns nivells més baixos d’Igf1 circulant en el model condicional de cèl·lula β i amb una possible 
malabsorció alimentària deguda a funció exocrina deficient en el cas del condicional de pàncrees. En el 
nostre model hem confirmat que la deleció de Gsα provoca el desenvolupament d'hiperglucèmia, 
intolerància a la glucosa, una secreció d’insulina deficient i una massa cel·lular β reduïda respecte als 
controls. Totes aquestes alteracions  s’observen sense canvis evidents en el creixement de l’animal, 
descartant així que els defectes en l’homeòstasi de la glucosa puguin ser secundaris a defectes no 
autònomo-cel·lulars que afecten cèl·lules no β.   D’altra banda,  hem pogut demostrar que els defectes en 




massa cel·lular β es desenvolupen poc després del naixement, durant el període de lactància, que en el 
ratolí és quan es produeix una gran expansió de les cèl·lules β en coordinació amb el creixement del 
pàncrees i de l’organisme sencer. En els models deficients tan per Gsα com per Gαi previs ja s’havia 
esmentat que el fenotip de massa β pancreàtica es desenvolupava durant les primeres etapes de la vida 
postnatal. Malgrat això, aquest període no s’ha estudiat en detall, en particular el de la senyalització 
intervinguda pels GPCR-Gs quedant per identificar els determinants moleculars que puguin ser causa 
dels defectes observats.   
Una pregunta clau és quin és el lligand o lligands endògens de la senyalització intervinguda per Gsα/ 
AMPc responsable de l’expansió de la cèl·lula β durant l’etapa postnatal. Uns dels candidats obvis són les 
hormones incretines. De fet, hem observat una reducció molt significativa de l’expressió dels seus 
receptors en illots joves del nostre model animal. No obstant, els animals transgènics deficients per Glp1r 
o Gipr o bé els dos de manera simultània no exhibeixen defectes en l’establiment de la massa cel·lular β, 
aleshores tot i que els illots deficients per Gsα presentin una reducció des de p7 en els nivells d’expressió 
de Glp1r,  és poc probable que el defecte en l’expansió β sigui conseqüència del defecte en aquests 
receptors o almenys que es tracti d’un efecte directe.  Una altra observació important que hem fet en el 
model animal β-Gsα KO, és que els illots de p28 controls no responen adequadament a exendina-4 quant 
a l’augment dels nivells d’AMPc, fet que suggereix que la senyalització d’aquesta incretina, almenys via 
Gsα-AdC/AMPc, encara no és funcional en illots d’animals joves i per tant és poc probable que participi 
en l’expansió cel·lular β durant aquesta etapa. A part dels receptors d’incretines hi ha altres receptors 
expressats en la cèl·lula β i que actuen a través de GPCR-Gs com són PACAP, VIPR2, B2r, P2Y, Gal1r o 
bé el receptor cannabinoide 119 (Gpr119), el qual també es mostra disminuït a nivell gènic en el nostre 
model animal, i que per tant també podrien estar involucrats en el defecte de l’expansió de la massa β. La 
generació de models animals transgènics amb delecions combinades en cèl·lula β dels diferents 
receptors que actuen a través de GPCR-Gs permetria adquirir més coneixement sobre la seva implicació 
en l’expansió i establiment de la massa cel·lular β en l’organisme. De fet, estudis recents demostren que 
l’agonista de Gpr119 promou la replicació de la cèl·lula β tan in vitro com in vivo  218,219. Existeix 
controvèrsia sobre si realment les incretines tenen un efecte directe en la regulació de la massa cel·lular β 
o bé si el seu efecte queda aïllat en la millora de la secreció d’insulina. No obstant en rates diabètiques 
db/db 138 i en rates zucker obeses fa/fa 220 s’ha demostrat que l’exendina-4  promou la inducció de la 
replicació i la neogènesi de la cèl·lula β donant lloc a un augment en la massa cel·lular β. De fet, en 
humans també s’ha demostrat que el tractament amb l’anàleg estructural de Glp1 promou un augment en 
la proliferació i supervivència de la cèl·lula β però no es coneix el mecanisme molecular específic ni les 
vies de senyalització que ho regulen 221,222.  
Molts dels efectes observats de les incretines atribuïts sobre cèl·lula β in vitro estan relacionats amb la 
millora de la supervivència cel·lular, és a dir, amb la inhibició de l’apoptosi dependent de citoquines 
22,101,111,223–225. No obstant, en els animals β-Gsα KO no hem observat cap augment en els nivells de mort 
cel·lular en el nostre model animal estudiat fins a les 8 setmanes d’edat, indicant que una reducció del 
50% de Glp1r no és suficient per afectar la supervivència de la cèl·lula β jove. Cal esmentar que els 
animals KO de cèl·lula  β adults del grup del Weinstein presentaven una reducció en els nivells de 
proliferació i un augment de l’apoptosi de la cèl·lula β.  Mentre que en edats joves aquests autors 
mencionen com a dades no mostrades que no hi ha un augment de mort cel·lular, com observem en els 
nostres resultats. Per tant, no podem descartar que la mort cel·lular sigui conseqüència de la 
hiperglucèmia i les alteracions metabòliques d’aquests animals.  
La menor expressió de Glp1r en illots d’animals β-Gsα KO podria indicar que els nivells d’AMPc regulen 




positiva de Glp1r per forskolina (activadora de l'AdC) i de manera rellevant per glucosa. No obstant, 
curiosament el nostre model animal desenvolupa hiperglucèmia des de la primera setmana de vida 
exhibint una davallada de Glp1r des d’aquesta mateixa edat, indicant que els nivells elevats de glucosa no 
són suficients per mantenir l'expressió d'aquest receptor i que el bloqueig de la via Gsα /cAMP juga un 
paper prominent. Els nostres resultats estan en línia amb la literatura on s’ha demostrat una disminució en 
els nivells d’expressió gènica dels dos receptors d’incretines Glp1r i Gipr en illots de rates diabètiques 
(Px) i de ratolins diabètics obesos db/db 209. En el mateix sentit, estudis previs demostren que cèl·lules β 
de rosegadors crònicament exposades a concentracions elevades de glucosa (16.7-25 mM) exhibeixen 
una alteració en la senyalització de Glp1r portant a una menor secreció de insulina, una reducció en 
l’activitat de PKA i com a conseqüència una reducció en la fosforilació del factor de transcripció Creb. A 
més també mostren un defecte en la resposta a través d’AMPc degut a un increment en l’expressió del 
repressor d’AMPc i AdC anomenat ICER i una disminució en la internalització de Glp1r des de la 
membrana plasmàtica 207.  
Durant l’etapa de la lactància no només hi ha un augment del nombre de cèl·lules β sinó que aquestes 
maduren funcionalment i adquireixen la capacitat de secretar insulina en resposta a la glucosa. Aquest 
període també es caracteritza per l’augment de l’expressió de marcadors de diferenciació claus com la 
pròpia insulina, les convertases encarregades de processar la insulina o els factors de transcripció Pdx1 i 
Mafa  (Dr. Mir, dades no mostrades). En el nostre model animal hem vist que els illots exhibeixen una 
disminució en els nivells de l’expressió gènica de molts d’aquests gens i una baixada del contingut 
d’insulina des d’una etapa postnatal molt temprana. Dels factors de transcripció estudiats, Mafa està 
clarament disminuït a p7 juntament amb Ins1 i Pcsk1/3. En la literatura està descrit que aquest factor de 
transcripció regula el gen de la insulina així com la maduració de la pròpia cèl·lula β. Aleshores, la pèrdua 
en els nivells d’expressió de Mafa en les cèl·lules β dels illots del nostre model animal podria estar 
indicant la falta de maduració de la cèl·lula  ja que estudis de desdiferenciació cel·lular en el model 
transgènic IKO  (deficient per FoxO1 en cèl·lula β) mostren com el principal marcador d’identitat que es 
perd és Mafa en la cèl·lula β 226. Tot i així, altres factors de transcripció com NeuroD1 o bé marcadors de 
cèl·lula β com Gck no mostren alteracions en els illots β-Gsα KO indicant que l'absència de Gsα no 
impedeix completament la diferenciació de les cèl·lules β.. De fet els animals KO per Mafa en cèl·lula β 
exhibeixen una reducció del 50% en els nivells d’expressió de Ins1 sense canvis en els nivells d’expressió 
d’altres gens d’identitat i maduració de la cèl·lula β 227. Els nostres resultats d’estimulacions de 48 h en 
illots control adults coincideixen amb estudis previs demostrant que els nivells gènics de Mafa venen 
regulats per glucosa 41,228,229 així com també per la via de senyalització de les incretines a través del factor 
de transcripció Creb 230. Les nostres dades mostren que, a més a més del fet ja conegut que Mafa regula 
directament el gen de la insulina unint-se al seu promotor, la insulina també regula l'expressió gènica 
d'aquest factor de transcripció, revelant un possible mecanisme de retroalimentació positiva entre aquests 
dos gens. . Cal tenir present que l’existència de la connexió entre la via de senyalització Gs/AMPc i la 
d’insulina fa difícil poder discernir entre els efectes de cada una d’elles per separat, entendre quins canvis 
són conseqüència directa de la disminució en els nivells de l’AMPc i quins per la deficiència en la via de la 
insulina tan a nivell de receptor com a nivell de lligand i senyalització.  En base als nostres resultats, 
proposem que el defecte en la via de la insulina en els illots β-Gsα KO  encara empitjora més els nivells 
de Mafa el qual és clau per la maduració de la cèl·lula β.  
En els nostres resultats es mostra com l’eliminació de Gsα a la cèl·lula β provoca alteracions de 
l’expressió de components de la via d’Igf1/Insulina. Estudis previs han demostrat que l’AMPc regula 
l’expressió de Igf1r i de Irs2 en cèl·lula β 22,115, establint l’existència d’una connexió entre les dues 
senyalitzacions. Hem observat que els illots KO per Gsα presenten, a part d’aquest dos gens, una 
disminució dels nivells d’insulina (lligand) i del receptor de la insulina, juntament amb un augment del 




regulador negatiu de la via de la insulina, Ptp1b 172. Corroborant aquests canvis d’expressió gènica, 
l’activació dels principals mediadors de la via de senyalització com són Akt i S6  es troben disminuïts a 
nivell basal i Akt no es fosforila quan els illots β-Gsα KO s’estimulen de manera aguda amb insulina. 
Aquests resultats posen de relleu la connexió entre aquestes dos vies de transducció de senyal a la 
cèl·lula β. Així doncs, les deficiències en la via de senyalització d’Igf1/Insulina dels animals β-Gsα KO 
podria ser un contribuïdor important en el defecte en l’expansió de massa β d’aquest model. Des de 
temps enrere, se sap que la cascada Irs2/PI3K/Akt juga un paper crític en la regulació de la proliferació i 
massa de la cèl·lula β tan in vivo com in vitro 174,191,231.  La deleció individual de Insr o Igf1r en cèl·lula β no 
produeix defectes en la massa cel·lular β evidents en l’etapa postnatal temprana, però la deficiència 
combinada dels dos receptors sí que altera l’expansió β abans del deslletament 142,173,213,232. Aquestes 
dades coincideixen amb els resultats obtinguts en el nostre model animal β-GsαKO on veiem disminució 
dels dos receptors des d’una etapa postnatal temprana,  Malgrat això, és interessant mencionar que la 
resposta mitogènica in vitro a Igf1 resta intacta mentre que la d’insulina es troba bloquejada en les 
cèl·lules deficients per Gsα. Per entendre aquests resultats és important tenir en compte que la insulina, a 
més d’unir-se al receptor Insr amb elevada afinitat, també es pot unir a Igf1r i els receptors híbrids 
(Insr/Igf1r) però amb menys afinitat, mentre que en el cas d’Igf1 s’uneix al seu propi receptor o bé als 
híbrids. Aquesta unió creuada dels lligands als diferents receptors per les diferents afinitats, podria 
explicar en part els nostres resultats.  
Tal i com ja hem comentat anteriorment, el gen Ins1 i la convertasa Pcsk1/3 es troben alterats en els illots 
β-Gsα KO de p7. D’acord amb aquestes dades, hem vist que el contingut de proinsulina de l’illot i els 
nivells circulants de la prohormona està augmentat en KO. Per tant als nivells baixos d’insulina madura 
s’hi ha d’afegir una processament ineficient de la mateixa. La proinsulina, tot i no ser madura també pot 
activar la senyalització de la via de la insulina però els efectes de proliferació i migració de la cèl·lula β 
esdevenen més febles que els que indueix la pròpia insulina ja que presenta menys afinitat pel receptor 
en comparació amb la hormona madura. Aleshores, aquest fet podria contribuir també a una activació 
més moderada de la via de transducció de senyal i per tant, la inducció de la proliferació de la cèl·lula β 
no es promouria en el mateix grau que en un estat fisiològic.  
Per altra banda, la regulació de les isoformes del Insr ve donada pels factors de splicing com Srsf1, Srsf3 
o Mbnl1 que promouen l’inclusió de l’exó 11 a nivell gènic, o Celf1 que l’inclou 156,159. Aquestes dades 
lliguen amb els resultats obtinguts en el nostre treball on els animals β-Gsα KO presenten uns nivells 
d’expressió de Srsf1 menors i un augment en Celf1 en comparació amb el grup control. No obstant, es 
coneix poc sobre els diferents factors que determinen l’expressió de cada isoforma de manera teixit-
específic així com la funció de cada isoforma en la cèl·lula β. L’ús de primers que amplifiquen el receptor 
complet o bé només fins l’exó 11 (Insr-B), ens ha permès detectar que des de p7, els animals β-GsαKO 
exhibeixen nivells significativament menors de Insr i més dramàticament de Insr-B que correlaciona amb 
un augment del qüocient Insr-A/Insr-B en comparació amb el grup control. La connexió d'aquesta 
observació amb la disminució de la proliferació no és clara si tenim en compte que publicacions prèvies  
suggereixen que Insr-A, però no Insr-B, confereix una capacitat proliferativa augmentada a la cèl·lula β en 
situacions de disponibilitat de glucosa en resposta a Igf1 i mTORC1 com a via principal reguladora 
d’aquest procés 163. De totes maneres, hem vist que els nivells de proteïna total del receptor de la insulina 
en illots frescos aïllats KO es troben reduïts el 50%, fet que podria indicar que el contingut total en Insr-A 
també és més baix en KO que en controls. Per altra banda, els resultats de Malakar et al. mostren que 
Insr-B exhibeix un paper protector cèl·lula β, mentre que l’expressió de Insr-A sensibilitza a les cèl·lules a 
induir una mort programada o apoptosi.  Està clar que calen més investigacions destinades a determinar 
quins són els papers fisiològics de cada isoforma. Malakar et al també mostren que la insulina indueix 




seguint una senyalització dependent de Ras-Mapk/Erk, tan en illots humans com en illots de ratolí 157. Els 
nostres resultats d’estimulació durant 48 h confirmen la regulació de InsrB per insulina, mentre que en el 
cas de Srsf1 s’observa una nova regulació no descrita prèviament a través de l’augment en els nivells 
d’AMPc induïts per forskolina en les dues condicions de glucosa. Per tant, és plausible que els canvis 
d'expressió de Srf1 siguin conseqüència directa del bloqueig de la via del cAMP en illots β-Gsα KO.  
Un tema de debat sostingut en les investigacions sobre la senyalització autocrina d'insulina a la cèl·lula β 
és el discerniment dels papers de la glucosa i de la insulina per separat ja que ambdós molècules es co-
regulen. Tenint en compte que la glucosa regula l’expressió de la insulina229 tot i que no es coneguin els 
mecanismes, en els nostres resultats els ratolins exhibeixen  hiperglucèmia però per altra banda 
presenten una alteració  en la senyalització de la insulina. A més, també hem pogut observar que la 
glucosa determina d’alguna manera la resposta dels illots a forskolina ja que a 8 mM hi ha regulacions 
que es perden. Per altra banda es coneix que la glucosa actua com a potent estimulador de la replicació 
de la cèl·lula β tan en rosegadors com en humans a través de diferents mecanismes que activen gens 
específics de proliferació 103. Alguns d’aquests mecanismes funcionen a través de l’activació de mTOR o 
bé per la fosforilació de quinases com PKA o Erk1/2 les quals promouran la fosforilació del factor de 
transcripció Creb. Tot i aquestes evidències, de nou, el desenvolupament de la hiperglucèmia temprana 
en els animals β-Gsα KO no sembla ser suficient com per traduir-se en un augment en els nivells de 
replicació de la cèl·lula β, segurament degut a la forta alteració exhibida en la via de la insulina en aquests 
animals. Aquests resultats suggereixen que la insulina és igual o fins hi tot més important que la glucosa 
en la regulació de la proliferació de la cèl·lula β. 
Un experiment que no ha estat possible realitzar en aquest model és el de rescat del fenotip de massa β 
en KO mitjançant l’activació de la via de la insulina. L’administració d’insulina en cries (p0-p7) podria 
recuperar els defectes que desenvolupen els ratolins. No obstant l’edat dels animals és una limitació 
tècnica important pel disseny experimental en termes de vies d’administració, dosis i resposta a 
molècules. Trobar una concentració d’insulina que fos suficient per induir un defecte beneficiós als 
animals però limitada per tal d’evitar hipoglucèmies complica la realització d’aquesta aproximació. D’altra 
banda, el tractament amb insulina més enllà de les dues setmanes d’edat en els animals β-GsαKO no 
tindria massa sentit ja que la majoria dels defectes que observem ja s’haurien desenvolupat i per tant no 
podríem prevenir el fenotip. A més, si els defectes que observem en la senyalització per insulina fossin 
únicament conseqüència secundària de la inhibició de la via, aquesta estratègia podria donar resultats 
positius però cal tenir en compte que en els animals β-Gsα KO a més d’estar alterada la senyalització i el 
lligand, també ho està el receptor d’insulina i per tant, és possible que l’administració de la hormona 
exògena no fos efectiva tal i com hem observat en illots in vitro on l’estimulació aguda amb insulina 
humana recombinant no augmenta els nivells de fosforilació del receptor.  
Com alternativa a aquesta aproximació, també es podria promoure l’activació de la via mitjançant la 
modulació de l’activitat de components intracel·lulars, com és la fosfatasa reguladora negativa de la via de 
la insulina: Ptp1b. Ens vam plantejar el creuament de ratolins β-Gsα KO  amb ratolins Ptp1b-/- sistèmics 
com a estratègia per promoure  l’activació de la via de senyalització (Ptp1b és un inhibidor de la via) de la 
insulina downstream del seu receptor. No obstant, no vam conseguir obtenir cap animal doble KO.  El fet 
que els dos gens, Gnas i Ptp1n, es troben situats en el mateix cromosoma 2 podria ser responsable 
d'aquest resultat.. Una altra opció podria ser estimular directament el mediador Akt. En els últims anys 
s’han volgut desenvolupar moltes estratègies encaminades a potenciar l’activitat d’Akt per tal de poder 
promoure i induir la proliferació de la cèl·lula β, no obstant, una de les principals limitacions d’aquesta 
aproximació com a diana terapèutica de la diabetis és el seu potencial de transformació oncogènica. Sota 
la senyalització d’Akt es troba el complexe TSC/mTORC1, un altre candidat important per tal de modular 
l’expansió de la cèl·lula β ja que integra senyals de factors de creixement i nutrients, indueix creixement 




controlat i rarament s’ha associat amb signes de malignitat. Les evidències actuals donen suport al 
concepte que mTORC1 és troba actiu en situacions de demanda de insulina i juga un paper rellevant en 
l’expansió de la massa cel·lular β i en la proliferació induïda per Akt i la resistència a la insulina . La major 
part de coneixement sobre aquest complexe en cèl·lula β es basa en experiments in vitro utilitzant línies 
cel·lulars o illots aïllats tractats amb rapamicina, l’inhibidor de la seva senyalització 233,234. La recerca 
destinada a determinar els mecanismes específics a través dels quals mTORC1 regula de manera 
controlada la proliferació de la cèl·lula β i la seva massa aportaria nou coneixement per tal de 
desenvolupar noves estratègies farmacològiques destinades a promoure de manera controlada i selectiva 
la proliferació de la cèl·lula β sense alterar el risc de transformacions oncogèniques. El descobriments de 
molècules i components que modulin aquesta senyalització podrien ser utilitzats en experiments 
translacionals per tal de tractar la diabetis expandint la massa cel·lular β in vivo. En la mateixa línia, la 
manipulació farmacològica d’aquesta senyalització també podria ser utilitzada per augmentar el pool 
d’illots aptes pel transplantament i d’aquesta manera millorar la seva eficiència. Tenint en compte aquests 
coneixements, una bona aproximació per tal de restituir la funcionalitat d’Akt i intentar prevenir el 




















 Els animals β-Gsα KO presenten hiperglucèmia des de p7 i hipoinsulinèmia des de p28. 
 
 Els animals β-Gsα KO són intolerants a la glucosa administrada per via intraperitoneal i oral a 
p28.  Aquesta intolerància es manté en l’edat adulta. 
 
 Els animals β-Gsα KO no presenten alteracions en la sensibilitat perifèrica a la insulina. 
 
 Els animals β-Gsα KO presenten una secreció d’insulina en resposta a glucosa in vivo 
insuficient. Els illots d’animals β-Gsα KO adults no presenten una resposta insulino-secretora a 
la glucosa in vitro. 
 
 Els animals β-Gsα KO presenten un defecte en l’expansió postnatal de les cèl·lules β que es fa 
evident a les 4 setmanes de vida amb una reducció significativa de l’àrea fraccional β i de la 
massa cel·lular β. Aquesta alteració va lligada a una disminució en la taxa de proliferació de la 
cèl·lula  β postnatal sense signes evidents d’apoptosi. 
 
 Els illots dels animals β-Gsα KO presenten múltiples alteracions en la via de senyalització Gs-
cAMP que inclouen:   
o Nivells  basals  d’AMPc  negligibles. 
o Expressió gènica reduïda dels receptors d’incretines i components de la via de 
senyalització AMPc/PKA (Glp1r, Gipr, Gcgr, Prkarb1, Prkaca1, Creb3). 
o Activació reduïda de l’efector Creb. 
o Menor expressió gènica de les principals dianes de Creb: Ccna2, Mafa, Irs2 i Igf1r. 
 
 Els illots dels animals β-Gsα KO presenten múltiples alteracions en la via de senyalització 
d’Igf1/Insulina que inclouen: 
o Expressió gènica de Ins1 i contingut d’insulina de l’illot molt reduïts. 
o Expressió gènica reduïda Pcsk1/3 i Pcsk2, acompanyat d’un increment de proinsulina 
en l’illot i circulant. 
o Expressió gènica i nivells proteics reduïts de Insr a la cèl·lula β. 
o Alteració en la distribució de les isoformes de l’Insr: A i B. Expressió reduïda del factor 
de splicing Srsf i augment dels nivells d’expressió de Celf1.  
o Activació reduïda dels mediadors Akt i S6. 
 
 Els illots β-Gsα KO presenten un defecte en la resposta proliferativa a la insulina in vitro, però 
mantenen la resposta a Igf1. 
 
 L’activació sinèrgica de les vies de senyalització Gs/AMPc/PKA i la via de la insulina és 



















































 En base als resultats obtinguts es demostra l’existència d’una intercomunicació entre la via de 
senyalització de Gs-AMPc i la via d’Igf1/insulina en illots murins postnatals.  
 
 El defecte observat en la via Igf1/Insulina podria ser directament responsable del defecte exhibit 
en l’expansió i establiment de la massa cel·lular β durant l’etapa postnatal temprana en el model 
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ADP      Adenosina difosfat                                                                           
ADN                                                               Àcid desoxiribonucleic                                                                                                          
Akap 11     Proteïna quinasa-A d’ancoratge 11                                                  
Akap 12     Proteïna quinasa-A d’ancoratge 11                                              
Akt/PKB      Proteïna quinasa B                                                                             
AMPc     Adenosina monofosat cíclic                                                            
AMPK     Proteïna quinasa activada per AMP                                                  
ATP     Adenosina trifosfat                                                                                    
AUC     Àrea sota la corba                                                                                   
Bcl-2     B-cell lymphoma 2                                                                            
BrdU     Bromodeoxiuridina                                                                                 
β-Gsα KO    Ratolí deficient per Gsα en cèl·lula β                                              
BSA     Albúmina de sèrum boví                                                                  
CaMK                                                        Proteïna quinasa dependent de calci/calmodulina                            
Ccna2     Ciclina A2                                                                                    
Ccnb1     Ciclina B1                                                                                    
Ccnd1     Ciclina D1                                                                                   
Ccnd2     Ciclina D2                                                                                         
Cdk     Quinasa dependent de ciclina                     
CDKI     Inhibidor de la quinasa dependent de ciclina                                 
Cdkn1a     Inhibidor de la quinasa dependent de ciclina 1A                             
cDNA     ADN complementari                                                               
ChREBP    Proteïna d’unió a elements de resposta a carbohidrats 
CoA     Coenzim A                                                                                                             
Cre     Recombinasa causa recombinació                                                     
Creb     Element de resposta a l’AMP                                                                  
Ct     Control                                                                                                 
DICS     Cèl·lules d’illots dissociades                                                          
DMEM     Medi Dubbleco’s Modified Eagle                                                   
DM1     Diabetis Mellitus 1                                                                             
DM2     Diabetis Mellitus 2                                                                           
DPP-4     Peptidasa dipeptidil-4                                    
EDTA     Àcid etilediaminatetracètic                                                               
EGF     Factor de creixement epidèrmic                                                 
EGFR     Receptor del factor de creixement epidèrmic                                 
eIF2     Subunitat del factor d’inici de la traducció 2                                  
ELISA     Assaig d’immunoabsorbància enzimàtic                                            




ER     Reticle endoplasmàtic                                                           
Erbb3     Receptor tirosina quinasa 3 d’Erb-b2                                               
Erk     Quinasa regulada per senyals extracel·lulars                                
FACS     Selecció de cèl·lules activades per fluorescència                         
FBS     Sèrum boví fetal                                                                                
FGF     Factor de creixement de fibroblasts                      
FoxM1     Forkhead box proein M1                                                                    
FoxO1     Forkhead box proein O1                                                                 
Gcg     Glucagó                                                                                            
Gcgr     Receptor de glucagó                                                                       
Gck     Glucocinasa                                                                                           
GH     Hormona del creixement                                                                    
Ghrl     Ghrelina                                                                                                  
Giα     Subunitat de la proteïna G alfa inhibidora                                              
Gip     Polipèptid inhibidor gàstric                                                               
Gipr     Receptor del polipèptid inhibidor gàstric                                       
Glp1     Pèptid similar al glucagó                                                              
Glp1r     Receptor del pèptid similar al glucagó                                       
GLUT     Transportador de glucosa                                                             
GPCR     Receptor acoblat a proteïna G                                                                    
Gsα     Subunitat de la proteïna G α estimuladora                             
GWAS     Estudi d’associació del genoma complet                                      
HBKR     Tampó-Hepes amb solució Krebs-Ringer                                   
HBSS     Solució de Hanks salina equilibrada                   
HRP     Peroxidasa horseradish                                                                    
IAPP     Polipèptid amiloide de l’illot                                                              
Igf1     Factor de creixement de la insulina 1                                              
Igf2     Factor de creixement de la insulina 2                                                
Igf1r     Receptor del factor de creixement de la insulina 1                       
Igf2r     Receptor del factor de creixement de la insulina 1                 
IGF2BP2    Proteïna d’unió 2 al factor de creixement 2 de la insulina               
INK4     Inhibidors de CDK4                                                                         
Ins     Insulina                                                                                                             
INS-1                                                             Línia cel·lular β de rata                                                                                                
Ins1/Ins2    Insulina1/Insulina2                                                                                          
Insr     Receptor de la insulina                                                                   





Insr-B     Receptor de la insulina B                                                              
IpGTT     Test de tolerància a la glucosa intraperitoneal                     
Irs     Substrat del receptor de la insulina                                                    
Irs 1      Substrat del receptor de la insulina 1                                                      
Irs 2     Substrat del receptor de la insulina 2                                                 
ITT     Test de tolerància a la insulina                                                                    
Ki67     Antígen Ki-67                                                                                  
KO     Knock-out                                                                                     
LoxP     Locus de X sobre P1                                                                
M      Molar                                                                                               
Mafa     V-maf musucloaponeurotic fibrosarcoma oncogene family protein A  
MAPK     Proteïna quinasa activada per mitògens                                         
Mek     Quinasa MAPK/ERK                                                     
MODY     Diabetis en persones joves                                                                               
mRNA     Missatger de l’RNA                                                                        
mTOR     Diana sensible a rapamicina en mamífers                                   
NADH     Nicotinamida adenina dinucleótida                                           
NADPH     Nicotinamida adenina dinucleótida fosfat                                   
NeuroD1    Diferenciador neurogènic 1                                                          
NFAT     Factor nuclear de cèl·lules T activades                                        
Ngn3     Neurogenina 3                                                                            
Nkx6.1     Proteïna NK6 homebox 1                                                                  
nM     Nanomolar                                                                                           
Opt     Tomografia de projecció òptica                                                      
p-Akt     Akt fosforilada                                                                                     
p-Creb     Creb fosforilat                                                                                                      
p-Erk     Erk fosforilat                                                                                      
PBS     Solució salina tamponada amb fosfats                                           
PCR     Reacció en cadena de la polimerasa                                          
Pcsk1/3     Proproteïna convertasa 1/3                                                              
Pcsk2     Proproteïna convertasa 2                                                              
PDGF     Factor de creixement derivat de plaquetes                                                                   
Pdgfra     Receptor del factor de creixement derivat de plaquetes A 
Pdgfrb     Receptor del factor de creixement derivat de plaquetes B  
PDK1     Isoenzim de la quinasa lipoamida 1  piruvat deshidrogenasa                  
Pdx1     Homeobox pancreàtic i duodenal 1                                                
PFA     Paraformaldehid                                              




p-Insr     Receptor de la insulina fosforilat                                                     
PI3K     Quinasa fosfatidilinositol-4,5-bifosfat                                                
PKA     Proteïna quinasa A                                                                                 
PKC     Proteïna quinasa B                                                                              
PP     Polipèptid pancreàtic                                                                          
PPAR     Peroxisome proliferator-activated receptor                                       
pRB     Proteïna del retinoblastoma    
Prkaca1                                            Proteïna quinasa alfa de la subunitat catalítica activada per AMPc 
Prkarb1                                                              Proteïna quinasa alfa de la subunitat reguladora activada per AMPc   
PTEN     Homòleg fosfatasa i tensina                                                       
PTP1B     Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1                                   
PVDF     Difluorur de polivinilidè                                                                          
Raf     Serina RAF proto-oncògen/treonina-proteïna quinasa                       
Ras      Proteïna del sarcoma de rata                                                   
Rassf1a     Membre de la família del domini d’associació 1                                 
Rip     Promotor de la insulina de rata      
RNA     Àcid ribonucleic                                                                            
ROS     Espècies reactives d’oxigen                                                                 
rpm     Revolucions per minut                                                                             
RPMI     Institut  Roswell Park Memorial                                                                                                                                                   
RT-PCR     Reacció de la polimerasa en cadena a temps real                           
SDS     Dodecilsulfat sòdic                                                                              
SEM     Error estàndard de la mitjana                                                           
TBP     Proteïna d’unió tata                                                                         
TCEP     Tris (2-carboxietil) fosfina                                                               
TDLB      Tampó de lisis amb triple detergent                                                
Tgfβ     Factor de creixement transformador beta          
Tris     Tris(hidroximetil)aminometà                                                      
TUNEL     Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick end labeling                       
WB     Western blot                                                                                    
Wnt     Wingless                                                                                       
YFP                                                                Proteïna fluorescent groga 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
